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ABSTRACT  
 
INTRODUCCIÓN: En las últimas décadas se han mejorado las tasas de 
supervivencia de los tumores infantiles. Sin embargo, la recaída y la 
refractariedad aún condicionan un mal pronóstico. Por ello es necesario 
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para mejorar los índices de 
curación. La inmunoterapia constituye un procedimiento con un desarrollo 
prometedor. Dentro de ella se incluye la inmunoterapia basada en células 
Natural Killer (NK).  
Diferentes estudios publicados han demostrado el potencial terapéutico de las 
células NK, en ausencia de efectos adversos severos. La actividad citotóxica 
inmediata de las células NK, la posibilidad de expandirlas y manipularlas bajo 
condiciones de Normas de Correcta Fabricación, y la posibilidad de 
combinarlas con otros tratamientos, hacen de estas células un arma 
terapéutica potente a desarrollar.  
Por ello, se pretende analizar en esta tesis doctoral la plausibilidad del uso de 
los principales métodos de selección y expansión que actualmente se utilizan 
para la terapia celular con células NK en pacientes pediátricos con cáncer.  
OBJETIVOS: Los objetivos de esta tesis son: 
- Describir los procesos de producción de células NK para uso clínico a 
partir de sangre periférica de donantes sanos: Células NK activadas ex 
vivo con IL-15 (NK-IL15) y células NK activadas y expandidas ex vivo 
(NKAE).  
- Comparar  las características morfológicas y funcionales de los 
productos finales. 
- Describir la utilización de estos productos en tres ensayos clínicos con 
pacientes pediátricos con tumores sólidos y leucemias refractarias o en 
recaída. 
- Evaluar si existe correlación entre el número de células NKAE y de 
linfocitos T (LT) infundidos y la respuesta tumoral. 
 
MATERIAL Y MÉTODOS: Los productos NK-IL15 Y NKAE fueron obtenidos a 
partir de leucoaféresis de donantes sanos haploidénticos.  
Las NK-IL15 se obtienen utilizando el sistema CliniMACS®. En primer lugar se 
realiza purgado de LT y posteriormente selección de la población NK. Por 
último, se incuba ex vivo con IL-15 para estimular las células NK.   
Las NKAE se obtienen mediante cocultivo con la línea celular K562-mbIL15-
41BBL irradiada, en un medio suplementado con IL-2 durante 14-21 días.  
En los productos finales, se analiza la cantidad de células NK y LT, así como la 
expresión de receptores en la superficie de las células NK activadas y su 
capacidad citotóxica.  
 
Estos productos se utilizaron en tres ensayos clínicos con pacientes 
pediátricos. Las NK-IL15 se infundieron en pacientes con tumores sólidos 
refractarios tras un trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) 
haploidéntico. Las NKAE se utilizaron en dos ensayos clínicos con pacientes 
con leucemia aguda refractaria o en recaída, en combinación con distintos 
regímenes de quimioterapia.   
 
RESULTADOS: El número de células NK obtenidas por ambos procedimientos 
fue similar. Se observó menor cantidad de LT en NK-IL15 que en NKAE. La 
expresión de receptores activadores en la superficie de las células NK 
activadas (CD69, CD25, NKG2D, NKp44, NKp46, NKp30, DNAM-1) fue 
superior que en células NK basales en ambos productos, siendo superior en el 
caso de las NKAE.  NK-IL15 y NKAE presentan mayor actividad citotóxica que 
las células NK basales. No se encontraron alteraciones genéticas ni potencial 
oncogénico en ninguno de los productos.  
 
En el ensayo con NK-IL15 participaron 6 pacientes, realizándose un total de 8 
infusiones. La mediana de células NK infundidas fue de 11,3× 106/kg (3–27 × 
106/kg). La cantidad de LT fue <1 × 103/kg (0–0,75× 103/kg). Las infusiones se 
realizaron 30 días tras un TPH haploidéntico. No se registraron efectos 
adversos relacionados con las infusiones. En cuatro pacientes se observó 
respuesta tumoral (1 paciente presentó muy buena remisión parcial, 2 remisión 
parcial y uno estabilización de la enfermedad).  Un paciente progresó y en otro 
no se pudo evaluar la respuesta. Todos los pacientes fallecieron tras una 
mediana de seguimiento de 310 días, 4 por progresión y 4 por toxicidad 
relacionada con el TPH.  
 
En los ensayos con NKAE se infundieron un total de 52 productos con una 
mediana de 6,76 x 106 células NK/kg (0,7-34,16 x 106) y 0,49 x 106 LT/kg (0-11 
x 106). Participaron en estos ensayos un total de 18 pacientes, consiguiendo 
remisión completa al final de los ensayos en el 72%. Todas las infusiones 
fueron bien toleradas, sin objetivarse efectos adversos severos ni casos de 
enfermedad injerto contra receptor relacionados con las infusiones. En Julio de 
2018, tres pacientes permanecían vivos, sin evidencia de enfermedad.  
 
CONCLUSIONES: Los métodos de producción de células NK para uso clínico 
descritos en este trabajo son factibles y permiten obtener una elevada cantidad 
de células NK activadas. Las características morfológicas y funcionales de 
ambos productos finales son diferentes. Ambos productos presentan una 
mayor expresión de receptores activadores que las células NK basales, lo que 
se relaciona con mayor citotoxicidad antitumoral in vitro. Su infusión a 
pacientes pediátricos es segura, sin registrarse reacciones adversas severas y 
presentan un efecto terapéutico positivo. Se ha observado una correlación 
positiva entre el número de células NKAE y de LT infundidos y la respuesta 
tumoral, existiendo una tendencia a mejor respuesta en los pacientes que han 
recibido mayor cantidad de células NKAE y mayor cantidad de LT. 
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UI: Unidades internacionales 
V: Varón 
VCR: Vincristina 
VEB: Virus Epstein-Barr 
VHH-6: Virus herpes tipo 6 
VHS-1: Virus herpes simple tipo 1 
VIH: Virus de Inmunodeficiencia humana  
VP: Etopósido 
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INTRODUCCIÓN 
 
En los últimos años se ha producido un importante incremento en las tasas de 
supervivencia del cáncer infantil. A pesar de ello, continúa siendo la primera 
causa de muerte por enfermedad en niños a partir del año de edad. Según 
datos del Registro Español de Tumores Infantiles, la tasa de supervivencia a 
cinco años alcanza el 80%, siendo deseable llegar a alcanzar el 100%.  
 
Las leucemias agudas constituyen la neoplasia más frecuente en la edad 
pediátrica, suponiendo aproximadamente un 30% de los tumores infantiles. 
Dentro de ellas, el 80% son leucemias linfoblásticas agudas (LLA) y alrededor 
del 15% leucemias mieloides agudas (LMA). Actualmente, la tasa de 
supervivencia es superior al 80-90% a los cinco años en LLA y 65-70% en 
LMA, gracias fundamentalmente a la estandarización de protocolos1,2. Sin 
embargo, la recaída y la refractariedad al tratamiento convencional condicionan 
un mal pronóstico con supervivencias inferiores al 40%. Por ello es necesario 
desarrollar nuevas estrategias para mejorar los índices de curación. En la 
última década se han desarrollado nuevos esquemas de quimioterapia de 
rescate, basados en nuevas drogas como la clofarabina, cladribina, azacitidina 
o la nelarabina que han conseguido aumentar las tasas de remisión en 
leucemias refractarias. Sin embargo, todavía las tasas de recaída y la toxicidad 
del régimen de quimioterapia son muy elevadas. 
 
La inmunoterapia constituye un procedimiento terapéutico con un desarrollo 
prometedor. Dentro de ella se incluye la inmunoterapia basada en células 
Natural Killer (NK).  
 
En los últimos años se han realizado numerosos avances en el conocimiento 
del sistema inmune y su importante papel en la prevención de neoplasias, 
dentro de un proceso conocido como “inmunovigilancia”3. La mayoría de los 
individuos sanos son capaces de eliminar células tumorales a diario gracias a 
su eficaz sistema inmune. Sin embargo, en pacientes con cáncer, se han 
descrito numerosas alteraciones tanto en el sistema inmune innato como 
adaptativo.  
 
Las células NK son parte fundamental del sistema inmune innato, junto con 
monocitos, macrófagos y células dendríticas. 
 
La actividad citotóxica de las células NK fue descrita por primera vez en 1964 
por Cudkowick y Stimpfling en animales de laboratorio4. En 1975, el grupo del 
Dr. Herberman5,6 describió la población NK en humanos como una población 
celular similar a los linfocitos, con capacidad citotóxica espontánea frente a 
células tumorales o infectadas por virus. Más tarde, el grupo del Dr. Karre7,8 
propuso como hipótesis para explicar estos hallazgos, que la citotoxicidad de 
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las células NK se desencadena por la pérdida de expresión del antígeno 
leucocitario humano (HLA) de clase I en las células tumorales o infectadas. 
Desde entonces, se han identificado diferentes familias de receptores en las 
células NK para reconocer la molécula HLA de clase I (HLA-1) en el paciente e 
inducir tolerancia. 
 
Debido a esta capacidad para lisar células tumorales que no expresan HLA-I, o 
expresan un HLA-I diferente o aberrante, las células NK presentan un alto 
potencial terapéutico contra el cáncer y pueden mejorar los efectos 
beneficiosos del trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH), 
incrementando el efecto antileucemia o antitumoral del mismo tras un TPH 
alogénico HLA no idéntico, fundamentalmente de donante haploidéntico9. 
Mientras que las terapias convencionales basadas en linfocitos T (LT), como 
las infusiones de linfocitos de donante, se asocian a enfermedad de injerto 
contra receptor (EICR), las infusiones de células NK podrían mediar un efecto 
de injerto contra leucemia en ausencia de EICR.  
 
La experiencia más evidente del efecto antitumoral de las células NK se ha 
estudiado en el contexto del TPH. Grupos clínicos liderados por la Dra. Ruggeri 
del Hospital de Peruggia (Italia), en 200210 y el Dr. Rubnitz en el Hospital de St. 
Jude (Memphis, EEUU), en el año 201011 observaron que la ausencia de HLA 
clase I en las células leucémicas y la presencia de receptores inhibidores “Killer 
Immunoglobuline like” (KIR) en las células NK del donante desencadenan un 
potente efecto celular contra la leucemia tanto en el contexto del TPH como 
fuera de él. Además, las células NK constituyen la primera subpoblación 
linfocitaria que se recupera tras el TPH, aunque su capacidad citotóxica y de 
producción de citoquinas se encuentra disminuida respecto a las células NK de 
individuos sanos. A pesar de esto, el injerto de células NK puede facilitar el de 
las demás poblaciones celulares y además puede ejercer un efecto protector 
frente a la EICR, las infecciones y la recaída12.  
 
Por otro lado, estudios preclínicos han demostrado la capacidad citotóxica de 
las células NK frente a líneas celulares de sarcoma de Ewing, neuroblastoma, 
rabdomiosarcoma y osteosarcoma, por lo que la infusión de células NK también 
es prometedora para el tratamiento de tumores sólidos refractarios o en 
recaída13. 
 
En los últimos años se ha desarrollado la terapia con células NK alogénicas 
fuera del contexto del TPH, obtenidas de donantes sanos y posteriormente 
expandidas y activadas ex vivo antes de ser infundidas al paciente.  
 
Las células NK son candidatas ideales para inmunoterapia contra el cáncer ya 
que cumplen los siguientes criterios: rapidez de acción, potencia, especificidad 
amplia, potencial de selección de donantes óptimos, ausencia de efectos 
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secundarios graves y posibilidad de uso complementario con otros tratamientos 
como la quimioterapia. Por eso, es necesario construir una base sólida 
estableciendo la seguridad y plausibilidad de las infusiones celulares a 
pacientes, previo a implementarlas en la práctica clínica. 
 
Entre las limitaciones para su uso sistemático en la práctica clínica destacan la 
complejidad en la manufacturación celular; la necesidad de infundir un gran 
número para obtener resultados clínicos relevantes y la necesidad de hacerlo 
en condiciones que cumplan con las Normas de Correcta Fabricación (NCF) 
para uso humano, lo que conlleva costes y necesidad de laboratorios 
especialmente diseñados para ello3.  
 
1.- CELULAS NATURAL KILLER. 
 
Las células NK son linfocitos del sistema inmune innato que funcionan como 
primera línea de defensa contras las infecciones virales y las células tumorales. 
Desencadenan una respuesta espontánea sin necesidad de sensibilización 
previa. Fenotípicamente expresan el marcador CD56 y carecen del receptor de 
células T (TCR CD3). Se producen en la médula ósea a partir del progenitor 
hematopoyético CD34+ y migran para su diferenciación a los tejidos linfáticos, 
bazo, hígado, pulmones y sangre periférica3,8,9,14-17. Se desarrollan con 
normalidad en pacientes con hipoplasia de timo, como en el síndrome de Di 
George6. Suponen alrededor de un 15-29% de los linfocitos circulantes en 
sangre periférica, pudiendo ser su proporción variable por numerosas causas 
pero también en condiciones fisiológicas6,18. 
 
Dentro de las células NK se distinguen dos subtipos según la densidad de 
expresión del marcador CD56: NK bright y NK dim3,8,9,19. Las células NK dim se 
caracterizan por la expresión del receptor de la fracción Fc de las 
inmunoglobulinas (CD16) y la baja expresión del marcador CD56, mientras que 
las células NK bright se caracterizan por la expresión elevada del marcador 
CD56, la ausencia de CD16 y de receptores KIR. Estas diferencias fenotípicas 
les confieren diferencias en su funcionalidad. Así, las células NK dim son las 
responsables de la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (CCDA), en 
inglés Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity, a través de CD16 y median la 
respuesta inmune innata inmediata frente a células tumorales o infectadas. Las 
células NK bright presentan propiedades inmunorreguladoras por la producción 
de citoquinas como interferón gamma (IFN-), factor estimulante de colonias de 
granulocitos (G-CSF) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), entre otras, 
además de tener mayor capacidad de proliferación. De este modo, participan 
en la respuesta inflamatoria tardía (>16 horas) y constituyen la población 
mayoritaria en zonas de inflamación donde producen gran cantidad de 
citoquinas para favorecer el desarrollo de la respuesta inmune. En cambio, al 
carecer de receptores KIR, tienen menor capacidad citotóxica frente a células 
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tumorales, ya que no son capaces de reconocer la ausencia o disminución de 
expresión de HLA de clase I.  
 
En individuos sanos, alrededor del 90% de las células NK de sangre periférica 
y del bazo son NK dim y la mayoría de las células NK de los ganglios linfáticos 
son NK bright3. Sin embargo, se ha demostrado que los pacientes con cáncer 
presentan un mayor porcentaje de células NK bright en sangre periférica20. 
 
La actividad de las células NK está regulada por señales de activación e 
inhibición que actúan a través de diversos receptores que reconocen ligandos 
en las células diana. En condiciones fisiológicas, existe un balance entre 
señales activadoras e inhibidoras para regular la función de las células NK8. 
Los receptores inhibidores identifican las células propias y transmiten señales 
para inducir tolerancia y evitar la autorreactividad. 
 
Existen tres familias principales de receptores en las células NK: los receptores 
de citotoxicidad natural (NCR), los receptores tipo lectina C y los receptores 
KIR. La familia de los NCR incluye únicamente receptores activadores mientras 
que los lectina C y KIR incluyen receptores activadores e inhibidores21. En la 
figura 1 se esquematizan los principales receptores conocidos de las células 
NK.  
 
La señal de activación es mediada principalmente a través del receptor NKG2D 
(receptor tipo lectina C)14, que se une a varios ligandos expresados en células 
sometidas a estrés o con daño en el ADN como MIC/A, MIC/B (proteína de 
cadena relacionada con el complejo principal de histocompatibilidad) y a las 
proteínas de unión a UL16 (ULBP 1-6). Otros receptores activadores se 
incluyen dentro de los NCR como NKp30, NKp46 y NKp44, que se unen a 
ligandos como B7-H6 (presente en células tumorales), BAT3, hemaglutinina y 
neuraminidasa (moléculas víricas). También son activadores el receptor 
DNAM-1 que es una molécula coestimuladora de adhesión, que se une a los 
ligandos CD112 o nectina 2 (expresado en situaciones de estrés celular) y 
CD155 (receptor de poliovirus), el receptor CD16 que media la CCDA y 
receptores KIR activadores, principalmente KIR2DS1 y KIR3DS1, que se unen 
a HLA-B y C respectivamente. Por tanto, estos receptores se unen a ligandos 
que se encuentran sobreexpresados en células tumorales o infectadas por 
virus. Por ello, las células NK juegan un importante papel en el control de 
infecciones virales, principalmente por citomegalovirus (CMV), herpesvirus e 
influenza22,23,24. Estas células se expanden durante la infección y son capaces 
de generar células memoria que confieren mayor protección frente a 
reinfecciones.  
 
La señal inhibidora es mediada principalmente a través de receptores KIR, los 
cuales reconocen moléculas HLA de clase I. Estos receptores KIR son los más 
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importantes desde el punto de vista clínico14. Son moléculas transmembrana 
que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se codifican en el 
cromosoma 19. Interactúan con HLA-Bw4, HLA-C1 y HLA-C2. Al encontrarse la 
expresión de HLA de clase I disminuida o ausente en las células tumorales, las 
células NK se activan y destruyen las células malignas. Otro receptor inhibidor 
relevante es NKG2A, perteneciente a los receptores tipo lectina C, que 
reconoce HLA-E y al unirse a éste inhibe la lisis de la célula tumoral.  
 
La activación de las células NK tras la unión de los receptores activadores a 
sus respectivos ligandos sigue estando supeditada a las señales de inhibición 
recibida a través de los receptores inhibidores KIR, excepto en el caso de 
NKG2D cuya unión a sus ligandos es capaz de superar las señales inhibidoras 
proporcionadas por los receptores KIR. 
 
 
 
Figura 1: Principales receptores conocidos de las células NK y sus ligandos 
En color verde se representan los receptores activadores y en color rojo los receptores 
inhibidores. En la parte superior se representan los receptores de citoquinas y en la 
parte inferior los correceptores. Entre paréntesis se muestran los ligandos de cada 
receptor6. 
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Las células NK son capaces de matar a las células diana por diversos 
mecanismos3,15,25: 
 
1) Por liberación de gránulos citoplasmáticos que contienen perforinas y 
granzimas, las cuales inducen apoptosis de las células tumorales.  
2) Por apoptosis mediada por receptores: algunas células NK expresan 
factores de necrosis tumoral tales como el ligando de Fas (FasL) y 
TRAIL (del inglés TNF-related apoptosis-inducing ligand), que se 
unen a sus respectivos receptores en la célula tumoral, induciendo 
apoptosis. 
3) Por secreción de moléculas efectoras tales como IFN-, que inhibe la 
angiogénesis tumoral y estimula la inmunidad adaptativa.  
4) Por el mecanismo de CCDA. Mediante unión a la fracción constante 
Fc de los anticuerpos, CD16 produce una señal activadora muy 
potente en la célula NK, que sobrepasa la señal inhibidora sin 
necesidad de otras señales, para destruir la célula diana recubierta 
de anticuerpos. La especificidad de esta respuesta viene 
determinada por los linfocitos B (LB).  
5) Actividad indirecta al actuar como reguladoras de células dendríticas, 
macrófagos, células endoteliales y LT, mediante la producción de 
citoquinas como IFN- e interleuquina-10 (IL-10). El IFN- induce la 
transformación de LT CD8+ en LT citotóxicos. Además, también son 
capaces de regular la producción de anticuerpos por LB. 
 
 
Figura 2: Mecanismos de citotoxicidad de las células NK 
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Durante su desarrollo, las células NK deben experimentar un proceso de 
maduración conocido como “educación” o “licenciamiento” para reconocer lo 
extraño y tolerar lo propio. Así, las señales de activación e inhibición alcanzan 
un equilibrio de forma que la cantidad de HLA-A, B y C que se expresa en las 
células sanas sea suficiente para inhibir la acción de las células NK25. 
 
La infiltración por células NK en tumores se ha asociado a mejor pronóstico en 
cáncer gástrico, colorrectal y de pulmón26,27,28. Se han descrito dos 
mecanismos principales por los que las células NK lisan a las células 
tumorales25,29,30,31: 
 
1) Hipótesis “induced-self”: el estrés celular y el daño del ADN inducen 
la sobreexpresión de proteínas en la superficie de las células 
tumorales que actúan como ligandos para los receptores activadores 
de las células NK.  
2) Hipótesis “missing self” o pérdida de lo propio: la expresión de HLA 
de clase I en la superficie de las células tumorales se encuentra 
reducido o suprimido como mecanismo de evasión a los LT. Las 
células NK son capaces de detectar esta ausencia de expresión.  
 
2.- RECEPTORES KIR. 
 
Los receptores KIR son moléculas transmembrana que pertenecen a la 
superfamilia de las inmunoglobulinas. Reconocen específicamente moléculas 
HLA de clase I, incluyendo grupos de HLA-A, HLA-B y HLA-C. Existen dos 
tipos de receptores KIR funcionalmente distintos: inhibidores y activadores. 
Cada tipo tiene un dominio extracelular idéntico, por lo que se unen a ligandos 
idénticos. Sin embargo, por sus diferencias en los dominios transmembrana y 
citoplasmático, la respuesta que producen es distinta, inhibidora o activadora, 
según el tipo de receptor. 
 
En cuanto a la nomenclatura, “2D” y “3D” hace referencia al número de 
dominios de inmunoglobulinas extracelulares, y las letras “L” o “S” hacen 
referencia al tamaño del dominio citoplasmático largo (KIR2DL y KIR3DL) o 
corto (KIR2DS y KIR3DS). El dominio citoplasmático largo genera una señal 
inhibidora a través de inmunorreceptores mediados por tirosina (ITIM, del inglés 
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) mientras que el dominio corto 
genera una señal activadora a través de inmunorreceptores llamados ITAM (del 
inglés immunoreceptor tyrosine-based activation motif)32. 
 
Respecto a los ligandos, HLA-C es el isotipo de HLA-I más implicado en la 
regulación de la función de las células NK. Los alelos HLA-Cw1, Cw3, Cw7 y 
Introducción 
 
28 
 
Cw8 (grupo 1 de HLA-C) son reconocidos por los receptores inhibidores 
KIR2DL2 y KIR2DL3 y por los receptores activadores KIR2DS2 y KIR2DS3. Por 
otro lado, los alelos HLA-Cw2, Cw4, Cw5 y Cw6 (grupo 2 de HLA-C) son 
reconocidos por los receptores KIR2DL1 y KIR2DS1. Parece que los 
receptores inhibidores tienen mayor afinidad por estos alelos que los 
receptores activadores, por lo que una célula NK que exprese ambos tipos de 
receptores, generalmente recibirá una señal inhibidora. 
 
Los individuos homocigotos para alelos de HLA-C del grupo 2 generan 
solamente células NK con receptores KIR que reconocen alelos del grupo 2. 
Del mismo modo, los individuos homocigotos para los alelos de HLA-C del 
grupo 1, generan células NK con receptores KIR que reconocen alelos del 
grupo 1. Sin embargo, si un individuo expresa alelos de ambos grupos, 
producirá dos subtipos de células NK, cada una de las cuales expresará 
receptores KIR que reconozcan alelos diferentes. Si estas células NK se 
incuban con células que sólo expresan alelos de un grupo, como puede ocurrir 
en los donantes HLA no idénticos, fundamentalmente haploidénticos, se 
activarán los receptores KIR que reconocen el otro subgrupo de alelos y se 
producirá lisis32. 
 
En la tabla 1 se recogen los distintos ligandos conocidos de los receptores 
KIR32. 
 
Tabla 1: Principales receptores KIR y sus ligandos correspondientes 
 
RECEPTOR KIR LIGANDO 
KIR2DL1 (CD158a) 
Grupo 2 HLA-C Asn77Lys80 
(w2,w4,w5,w6 y alelos relacionados) 
KIR2DL2 (CD158b) 
Grupo 1 HLA-C Ser77Asn80 
(w1,w3,w7,w8 y alelos relacionados) 
KIR2DL3 (CD158b) 
Grupo 1 HLA-C Ser77Asn80 
(w1,w3,w7,w8 y alelos relacionados) 
KIR2DL5 Desconocido 
KIR3DL1 HLA-Bw4 
KIR3DL2 HLA-A3,-A11 
KIR3DL7 Desconocido 
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2.1.- Haplotipos KIR. 
 
La familia KIR se localiza en el cromosoma 19p13.4, consta de 17 genes (15 
genes y 2 pseudogenes) con sus variantes alélicas, cada uno de los cuales 
codifica para un receptor diferente. Los receptores inhibidores KIR reconocen 
moléculas HLA de clase A, B y C, mostrando un polimorfismo similar al sistema 
HLA, si bien sus genes se segregan de forma independiente25. Por tanto, cada 
individuo expresa un patrón diferente de receptores KIR. 
 
Desde el punto de vista genético, se han descrito dos haplotipos para 
receptores KIR: KIR-A y KIR-B8. 
 
El haplotipo KIR-A contiene solamente un receptor activador, KIR2DS4, 
mientras que el haplotipo KIR-B contiene dos o más receptores activadores. 
 
La distribución de los haplotipos A y B varía según razas y localización 
geográfica8. Además, el contenido genético es altamente polimórfico, lo que 
determina que los receptores KIR tengan una afinidad variable por los ligandos 
HLA. El haplotipo KIR-A más común es: KIR3DL3-2DL3-2DP1-2DL1-3DP1-
2DL4-3DL1-2DS4-3DL2. Una variante menos frecuente carece de KIR2DP1 y 
de 2DL1. El haplotipo KIR-B contiene de forma característica más activadores 
KIR. Se caracteriza por presentar contenido más variable y la presencia de uno 
o más de 7 genes específicos B: KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 2DL2, 2DL5 y 
3DS125. 
 
Se debe tener en cuenta que los receptores KIR se codifican en el cromosoma 
19 mientras que el sistema HLA lo hace en el cromosoma 6, por lo que las dos 
familias se segregan de forma independiente. Por lo tanto, el tipaje HLA no se 
puede utilizar para predecir el haplotipo KIR6,25.  
 
 
Figura 3: Haplotipos KIR-A y KIR-B 
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2.2.- “Score de Cooley”. 
 
Con el objetivo de desarrollar una estrategia de selección de donantes, el grupo 
de la Dra. Cooley comparó la contribución de los genes centroméricos y 
teloméricos de los haplotipos KIR-A y KIR-B respecto al éxito del trasplante y 
observó que los genes del haplotipo KIR-B contribuyen a la mejoría de la 
supervivencia y la disminución del riesgo de recaída8,6,33,34,35, en el caso del 
trasplante en pacientes adultos con LMA. Entre los individuos con haplotipo 
KIR-B puede establecerse el contenido en genes específicos B, lo que se 
conoce como “score de Cooley”. 
 
Este grupo desarrolló una calculadora a la que se puede acceder a través de la 
página http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/donor_b_content.html. Permite introducir los 
genotipos de más de 5 potenciales donantes para clasificarlos en grupos según 
su contenido KIR-B. Estos grupos se denominan "Neutral", "Better" y "Best", y 
se relacionan con la protección frente a recaídas.  
Todos los genotipos se comparan con una lista de genotipos predictores que se 
generan basándose en haplotipos KIR conocidos y se suplementan con 
genotipos adicionales que se detectan en distintos tipajes KIR.  
 
El “score de Cooley”6,33 se calcula sumando la puntuación de las regiones 
centromérica y telomérica B y tiene un rango de 0-4 según la presencia en 
dichas regiones de los genes KIR2DL2, KIR2DL3, KIR3DS1 y KIR3DL1, como 
se muestra en las tablas 2 y 3: 
 
 
Tablas 2 y 3: Cálculo del “score de Cooley” 
Cen B 
KIR2DL3 
Positivo Negativo 
KIR2DL2 
Positivo 1 2 
Negativo 0 No existe 
 
Tel B 
KIR3DL1 
Positivo Negativo 
KIR3DS1 
Positivo 1 2 
Negativo 0 Raro 
 
 
 
 
 
 
Introducción 
 
31 
 
 
3.- CARACTERÍSTICAS DE LAS CITOQUINAS IL-2 E IL-15. 
 
3.1.- Características de la IL-2. 
 
La citoquina IL-2 fue descrita por primera vez hace 42 años por el grupo de 
Morgan (1976)36 como mediador del crecimiento y diferenciación de los LT. Ha 
servido como paradigma para el estudio de otras citoquinas por las 
características de su receptor, el cual comparte subunidades con otras 
citoquinas como la IL-15 o la IL-7.  
 
Se produce tras la activación antigénica y juega un papel fundamental en la 
respuesta inmune.  
 
Además de su potente acción como factor de crecimiento de LT, posee otras 
funciones como inducir proliferación de las células NK y aumentar su actividad 
citotóxica, además de promover la proliferación de los LB y la producción de 
anticuerpos por parte de los mismos. Por otro lado, es esencial para inducir 
apoptosis y de esta forma mantener la homeostasis celular. También participa 
en el desarrollo de LT reguladores. Por todo ello, IL-2 es esencial para la 
proliferación y diferenciación de los LT además de limitar potenciales 
reacciones autoinmunes.  
 
Se trata de una citoquina de 15,5 kilodalton (kDa) que se produce 
fundamentalmente en los LT CD4+ tras la estimulación antigénica. Además, es 
producida en menor cantidad por los LT CD8+, las células NKT y las células 
dendríticas activadas37. 
 
La IL-2 actúa a través de receptores específicos formados por diversas 
combinaciones de las tres subunidades del receptor de IL-2: IL2Rα (CD25), 
IL2Rβ (CD122) (que es común con el receptor de IL-15) e IL2Rγ (CD132; 
compartido con IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21)37.  
 
La IL2Rα está ausente o se expresa mínimamente en las células NK y LT 
basales, aumentando tras su estimulación con IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, TNFα y 
TGF-β.  
 
IL2Rβ se expresa en múltiples poblaciones hematopoyéticas como las células 
NK, LT basales, monocitos y neutrófilos. IL-2 e IL-4, entre otras sustancias, 
aumentan su expresión37.  
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La inmunoterapia con IL-2 ha sido utilizada durante varios años con la 
aprobación por la FDA (del inglés Food and Drug Administration) en 1992 para 
el carcinoma renal metastásico y en 1998 para el melanoma metastásico. En 
estas enfermedades, se puede conseguir una tasa de remisión completa de 5-
10% con un potencial de curación de hasta el 70% de los pacientes en los que 
se consiguió la remisión. Estos resultados podrían mejorarse empleando 
terapias coadyuvantes. También se ha utilizado en altas dosis en pacientes 
pediátricos con neuroblastoma de alto riesgo junto al anticuerpo monoclonal 
antiGD2. La limitación principal en el uso terapéutico de IL-2 es su toxicidad, 
que incluye síndrome de fuga capilar severo, fundamentalmente cuando se 
utiliza en dosis altas37. 
 
3.2.- Características de la IL-15. 
 
La IL-15 es una citoquina proinflamatoria implicada en la memoria 
inmunológica, incluida la memoria propia. Fue descrita inicialmente como factor 
de crecimiento de los LT y descubierta simultáneamente por dos laboratorios 
en 1994. Comparte algunas propiedades con la IL-2 tales como las 
subunidades del receptor IL-2/15Rβ (CD122) y la cadena común γ (CD132) 
además de la vía de señalización JAK1/JAK3/STAT5. A pesar de estas 
similitudes, ambas citoquinas poseen distintas funciones in vivo. Además de 
estos receptores, cada citoquina posee receptores específicos. En el caso de la 
IL-15, su receptor específico es el IL-15Rα, a través del cual realiza sus 
funciones principales38,39. 
 
La función más importante de la IL-15 es inducir la diferenciación y proliferación 
de los LT de memoria, las células NK y los LB. Además, mejora la actividad 
citotóxica de los LT CD8+, estimula la síntesis de las inmunoglobulinas por 
parte de los LB e induce la maduración de las células dendríticas. No se ha 
demostrado que estimule los LT reguladores, a diferencia de la IL-238,39. Por 
todo esto, la IL-15 es capaz de mejorar la inmunidad innata y adaptativa y 
ejercer actividad antitumoral.  
 
La IL-15 es una glicoproteína de 14-15 kDa codificada en una región del 
cromosoma 4q31. El ARN mensajero (ARNm) de esta proteína se expresa en 
gran cantidad de tejidos tales como fibroblastos, queratinocitos, células 
epiteliales, células nerviosas, monocitos, macrófagos y células dendríticas. 
Aunque todas estas células expresan ARNm de IL-15, solamente expresan 
proteína IL-15 los monocitos, macrófagos y las células dendríticas por 
estimulación de IFNα o β y CD40 ligando. Esta estrecha regulación de su 
expresión es necesaria por su potente efecto inflamatorio y su capacidad para 
inducir la secreción de TNFα, IL-1β, IFN-γ y otras citoquinas proinflamatorias 
que pueden asociarse con el desarrollo de enfermedades autoinmunes38,39
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El receptor de la IL-15 está compuesto de una subunidad beta (IL2R/15Rβ), 
común con el receptor de IL-2, una subunidad gamma común con IL-2, IL-4, IL-
7, IL-9 e IL-21, y una subunidad alfa (IL15Rα) que otorga especificidad a la IL-
15. Esta subunidad es esencial para la sinapsis inmunológica con las células 
NK y los LT.  
 
La IL-15 está involucrada en el desarrollo y mantenimiento de células efectoras 
que median los mecanismos de defensa del huésped, especialmente la 
inmunidad innata mediada por células NK. Además, la IL-15 induce la 
maduración y aumenta la capacidad de lisis de las células NK, y es esencial en 
su diferenciación a partir de los progenitores hematopoyéticos CD34+. Otro 
efecto de la IL-15 sobre las células NK es la inducción de otras citoquinas y 
quimioquinas, especialmente GM-CSF38,39. La administración de IL-15 exógena 
puede favorecer de manera potencial, el desarrollo, la expansión y la 
supervivencia de células efectoras de la respuesta inmune, con efecto superior 
y menos tóxico al demostrado por IL-2 en el tratamiento de tumores 
refractarios, así como proteger frente a infecciones concomitantes. 
Recientemente además se ha descrito que el aumento de la citotoxicidad de las 
células NK por la IL-15 está condicionado por la expansión de clones de NK 
dim38,39. 
 
La IL-15 comparte con la IL-2 la función de estimular la proliferación de los LT y 
la proliferación y activación de las células NK. Sin embargo, a diferencia de la 
IL-2, necesaria para el mantenimiento de los LT reguladores, la IL-15 no 
muestra efecto relevante sobre los mismos. Por otro lado, mientras que la IL-2 
juega un papel fundamental en inducir la apoptosis de los LT autorreactivos, la 
IL-15 actúa como un factor antiapoptótico para los LT38.  
 
Además, se han descrito otros efectos de la IL-15 sobre otros componentes del 
sistema inmune, tal como proteger a los neutrófilos frente a la apoptosis, 
modular la fagocitosis y estimular la secreción de IL-8. También actúa sobre los 
macrófagos incrementando la fagocitosis e induce la proliferación y 
diferenciación de los LB, estimulando la secreción de inmunoglobulinas38,39.  
 
La IL-15 también ha demostrado efectos sobre células no hematológicas como 
miocitos, adipocitos, células neurales y endoteliales. Tiene un efecto anabólico 
en el músculo y es capaz de estimular la angiogénesis e inducir crecimiento de 
las células gliales38.  
 
En los últimos años se han desarrollado distintos estudios preclínicos que 
utilizan IL-15 como inmunoterapia en el tratamiento del cáncer.  
 
De este modo, la administración directa de IL-15 ha demostrado efecto 
antitumoral en varios estudios preclínicos realizados en ratones, en algunos 
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casos con incremento de la supervivencia, como en el estudio realizado por el 
Dr. Yu y colaboradores en 2010 en ratones afectos de cáncer de colon40. 
También ha demostrado efectividad al ser administrada como vacuna en 
modelos preclínicos de tumores como en el ensayo del grupo del Dr. Steel en 
2010 en cáncer de mama41.  
 
También se han puesto en marcha distintos ensayos clínicos en humanos que 
utilizan IL-15 en el tratamiento del cáncer y como coadyuvante de vacunas para 
pacientes con infección por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)38. El 
grupo del Dr. Miller (Universidad de Minnesota) ha publicado recientemente un 
ensayo fase I en el que se administró IL-15 recombinante por vía subcutánea a 
pacientes adultos con tumores sólidos avanzados. Se objetivó expansión de las 
células NK bright circulantes además de expansión de LT CD8+ en menor 
cantidad. No se observó respuesta tumoral si bien varios pacientes presentaron 
estabilización de la enfermedad42. 
 
Por otro lado, la IL-15 está siendo evaluada en diferentes estudios como 
agente para estimular células ex vivo y está siendo producida en condiciones 
NCF, produciendo un aumento de la funcionalidad de células NK, LT CD8+, LT 
de memoria y células dendríticas cultivadas en su presencia38. 
 
A diferencia de la IL-2, la IL-15 no induce síndrome de fuga capilar, el cual 
supone un efecto adverso limitante de dosis en la utilización de IL-2 con fines 
terapéuticos.  
 
La IL-15, como citoquina proinflamatoria, desempeña un papel importante en el 
desarrollo de inflamación y enfermedades autoinmunes tales como lupus 
eritematoso sistémico, enfermedad celíaca, artritis reumatoide, sarcoidosis, etc. 
En pacientes con estas patologías se ha demostrado una disregulación en la 
expresión de la IL-15. Por ello, teóricamente, se pueden desarrollar fenómenos 
autoinmunes en pacientes que reciban tratamiento con IL-15, si bien de 
momento no se ha demostrado positivización de marcadores de 
autoinmunidad. También se ha descrito el desarrollo de leucemia T en ratones 
transgénicos. Parece que el riesgo de desarrollo de estas enfermedades al 
utilizar IL-15 de forma terapéutica es mínimo38. 
 
En los distintos estudios realizados en animales, no se han descrito efectos 
adversos clínico-analíticos significativos de ningún tipo salvo casos aislados de 
neutropenia transitoria, que se recupera espontáneamente a las 72 horas de 
suspender el tratamiento38.  
 
En humanos, el grupo del Dr. Miller observó tras la administración de IL-15 
recombinante subcutánea, un caso de pancreatitis y un caso de dolor torácico 
con hipotensión y elevación de troponina, siendo la dosis máxima tolerada 2 
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µg/kg/día42. El mismo grupo, en un trabajo pendiente de publicación, ha 
observado neurotoxicidad tras la administración de dosis elevadas de IL-15 
subcutánea, lo que podría ser un factor limitante de dosis. 
 
3.3.- Diferencias principales entre IL-2 e IL-15. 
 
Las citoquinas IL-2 e IL-15 comparten algunas propiedades como las 
subunidades del receptor IL-2/15Rβ (CD122) y la cadena común γ (CD132) 
además de la vía de señalización JAK1/JAK3/STAT5. Por ello, comparten 
también algunas funciones como la estimulación de la proliferación de LT, la 
producción de LT citotóxicos, la estimulación de la síntesis de inmunoglobulinas 
por parte de los LB y la generación y mantenimiento de las células NK. Sin 
embargo, en diversas respuestas inmunes adaptativas, ambas citoquinas 
poseen distintas y a veces opuestas funciones.  
 
A diferencia de IL-2, IL-15 no participa en el mantenimiento de los LT 
reguladores que pueden atenuar la respuesta inmune antitumoral. IL-2 inhibe 
las respuestas de los LT activando la apoptosis de los LT CD8+ efectores y 
promoviendo las células T reguladoras, mientras que la IL-15 tiene actividad 
antiapoptótica y se requiere para el inicio de la activación de LT y la 
supervivencia de células de memoria.  
 
Por otro lado, en distintos estudios preclínicos se han observado diferencias en 
cuanto a su toxicidad, con un mayor riesgo de síndrome de fuga capilar en el 
caso de IL-2, prácticamente inexistente al utilizar IL-15.  
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4.- INMUNOTERAPIA CON CÉLULAS NK. 
 
4.1.- Antecedentes históricos: células LAK. 
 
En 1980, el grupo del profesor Rosenberg demostró que la incubación de 
linfocitos humanos o de ratón en medios con IL-2 resultaba en la generación de 
células linfoides capaces de lisar células tumorales. Estas células se llamaron 
células “lymphocyte activated killers” (LAK). Representan una estirpe celular 
diferente a las células NK y a los LT citotóxicos43,44.  
 
Las células LAK demostraron actividad antitumoral al ser inyectadas in vivo, sin 
lisar células sanas. Se realizaron estudios en ratones donde se observó que 
podían producir regresión de metástasis pulmonares de sarcomas y de 
melanoma.  
 
Posteriormente, en 1985, el mismo grupo estudió la producción de células LAK 
in vivo mediante la inyección en ratones de dosis crecientes de IL-245,46. Sólo 
se demostró una actividad antitumoral limitada (20% de respuestas, similar a la 
administración de altas dosis de IL-2), además de severos efectos adversos 
como síndrome de fuga capilar. 
 
La mayoría de investigadores considera que la actividad citotóxica de las 
células LAK representa la actividad de las células NK activadas con IL-2, si 
bien estos productos contenían LT6. 
 
4.2.- Células NK autólogas. 
 
Los primeros ensayos clínicos en humanos utilizando las propiedades 
antitumorales de las células NK se basaron en la selección positiva de células 
CD56+ a partir de aféresis del paciente, su infusión y la posterior 
administración sistémica de citoquinas como IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 e 
IFN tipo I para estimular su proliferación in vivo, fundamentalmente IL-23.  
 
Sin embargo, existen tres importantes limitaciones en este método: 1) la 
toxicidad de la administración sistémica de citoquinas (síndrome de fuga 
capilar) e inducción de apoptosis de células NK; 2) la expansión de LT 
reguladores y 3) las células NK autólogas in vivo pueden inhibirse al reconocer 
HLA de clase I en el paciente3.  
 
Mediante el uso de anticuerpos antiKIR, que bloquean la expresión de 
receptores KIR inhibidores, puede incrementarse la actividad citotóxica celular. 
Esta es la base de un ensayo fase I en pacientes con LMA47. 
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Los ensayos clínicos basados en la utilización de células NK autólogas incluyen 
pacientes con glioma48, carcinoma renal metastásico, melanoma49 y mieloma 
múltiple50. La transferencia de células NK autólogas expandidas y activadas ex 
vivo ha sido evaluada clínicamente encontrando una mejoría de la respuesta 
clínica sin efectos adversos severos en estos pacientes. Sin embargo, no son 
totalmente efectivas debido a que son inhibidas por las moléculas HLA clase I 
del paciente.  
 
Otros activadores de células NK tales como IL-12, IL-15, IL-18 e IL-21 están 
siendo probados con éxito en modelos preclínicos como parte de estrategias 
vacunales. El uso de IL-15 junto a hidrocortisona, activa y expande ex vivo a 
las células NK y esas células son efectivas in vivo en modelos murinos de 
tumores sólidos51.  
 
4.3.- Células NK alogénicas. 
 
Tras la caracterización de los receptores KIR, la inmunoterapia basada en 
células NK se centralizó en la utilización de NK alogénicas de donantes sanos. 
De este modo se evita la supresión de la citotoxicidad inducida por el tumor3. 
 
El primer ensayo clínico que demostró la seguridad de la infusión de células NK 
alogénicas expandidas ex vivo, fuera del contexto del TPH, fue publicado en 
2005 por el equipo del Dr. Miller, de la Universidad de Minnesota52,46,8. Incluyó 
43 pacientes con carcinoma renal metastásico, melanoma metastásico y LMA 
de alto riesgo. Se obtuvieron células NK por aféresis de sangre periférica de 
donantes haploidénticos, se realizó purgado de LT y se incubaron con altas 
dosis de IL-2. Previo a la infusión de NK, los pacientes recibieron tres tipos de 
regímenes de acondicionamiento: altas dosis de ciclofosfamida y fludarabina 
(Flu/Cy), bajas dosis de ciclofosfamida y metilprednisolona o fludarabina en 
monoterapia. Tras la infusión, los pacientes recibieron diariamente IL-2 (1,75 
millones de unidades/m2) durante 14 días. La expansión de células NK 
infundidas sólo se consiguió en los pacientes que habían recibido altas dosis 
de Flu/Cy. Se consiguió respuesta en el 30% de los pacientes con leucemia 
mieloide, que alcanzaron remisión completa, si bien esta remisión no fue 
duradera y posteriormente recayeron. No se objetivó ningún caso de EICR. 
 
Posteriormente se realizó un protocolo modificado, añadiendo al régimen 
Flu/Cy, irradiación corporal total (ICT) (400 cGy) seguida de TPH, con el fin de 
inmunodeprimir aún más al paciente y crear espacio para la expansión de las 
células NK infundidas. De este modo, se observó remisión en el 66% de los 
pacientes con leucemia mieloide, sugiriendo que las células NK por sí mismas 
tienen un efecto antileucemia.  
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Otros ensayos clínicos realizados obtuvieron resultados variados. En 2008 el 
grupo del Dr. Shi publicó un estudio en el que se infundieron células NK 
haploidénticas con disparidad KIR-HLA en 10 pacientes con mieloma múltiple 
en recaída; 5 pacientes alcanzaron remisión completa53. El grupo de 
Bachanova en 2010 trató a 6 pacientes con linfoma no Hodgkin con infusión de 
células NK haploidénticas encontrando escasa expansión de las mismas54. 
Las células NK alogénicas con disparidad KIR-HLA han demostrado importante 
actividad antitumoral, tanto en el tratamiento de leucemias como de tumores 
sólidos. Además, han demostrado ser seguras, con toxicidad mínima46. Se han 
utilizado con éxito para tratar varios tipos de tumores tales como melanoma 
metastásico, carcinoma renal, linfoma de Hodgkin y leucemia mieloide de mal 
pronóstico. 
En el contexto del TPH de donante haploidéntico, se han desarrollado 
diferentes algoritmos para asegurar la elección del mejor donante, basados en 
la alorreactividad de las células NK25,33. 
 
Otras estrategias que se están investigando en la actualidad incluyen la 
infusión de células NK alogénicas con disparidad KIR-ligando como régimen de 
acondicionamiento previo al TPH (NCT00402558) y la infusión de células NK 
para prevenir la recaída o como terapia para la enfermedad mínima residual en 
pacientes tras el TPH. 
 
También se han desarrollado estrategias terapéuticas para aumentar la acción 
antitumoral de las células NK por la vía CCDA. Los anticuerpos monoclonales 
frente a células tumorales tales como anti-CD20 (rituximab) y anti-HER2 
(trastuzumab) se pueden modificar estructuralmente para aumentar la acción 
de las células NK a través de esta vía. Este efecto además puede ser 
potenciado con la administración de citoquinas como IL-12 que incrementa la 
actividad de las células NK cuando se usa en combinación con anti-HER23,55. 
 
4.4.- Líneas celulares NK (expansión ex vivo). 
 
Se han desarrollado diversas líneas celulares para el tratamiento de varios 
tipos de tumores. Estas células se expanden ex vivo por diversos mecanismos 
y posteriormente se transfieren al paciente. Entre ellas, NK92, KHYG-1, NKL y 
NKG han demostrado eficacia antitumoral.  
 
NK92 se ha demostrado segura y eficaz, estando aprobada por la FDA para su 
ensayo en pacientes con melanoma metastásico y carcinoma renal. Es 
actualmente la única línea celular utilizada en ensayos clínicos. Son células 
tumorales modificadas e irradiadas para prevenir su proliferación in vivo, con 
mayor citotoxicidad que las células NK habituales. Fueron obtenidas en 1992 
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de un paciente de 50 años con linfoma de células NK. Se caracterizan por 
poseer diversos receptores activadores y no expresar receptores KIR3,9,55. 
 
Una de sus ventajas es que pueden ser fácilmente mantenidas in vitro y 
expandidas bajo condiciones NCF para inmunoterapia. Además, su eficacia 
antitumoral puede ser mejorada mediante manipulación genética para actuar 
frente a una diana específica o bien para que expresen un gen de control 
celular que evite la necesidad de irradiación de las células3,55. 
 
Varios ensayos clínicos han utilizado esta línea celular. Entre los trabajos 
publicados se encuentran el del grupo del Dr. Arai (Chicago, EEUU), en 
pacientes con melanoma y carcinoma renal metastásico56 y el del grupo de 
Williams (Toronto, Canadá) que incluye pacientes con tumores hematológicos 
en recaída tras trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos57. Se ha 
observado una buena tolerancia al tratamiento, con algún caso de respuesta 
parcial.  
 
Entre las limitaciones principales para la utilización de estas líneas celulares 
destacan los costes y la necesidad de irradiación, además de la necesidad de 
acondicionamiento para evitar el rechazo. Además, la infusión de líneas 
celulares alogénicas podría inducir las respuestas de los linfocitos T y B, 
limitando la persistencia in vivo, lo que haría necesarias múltiples infusiones 
para observar efectos clínicos3,55. 
 
4.5.- Células NK modificadas genéticamente. 
 
Con el objetivo de mejorar la interacción entre células NK y células tumorales, 
pueden realizarse diversas modificaciones genéticas en las células NK que 
permitan por ejemplo sobreexpresar receptores activadores, inhibir receptores 
inhibidores o expresar citoquinas transgénicas. Modificando genes como los de 
IL-2, IL-12 e IL-15, se puede incrementar el ratio de proliferación de las células 
NK, su supervivencia y su actividad antitumoral in vivo. Sin embargo, todavía 
estas técnicas son limitadas3,55. 
 
Por otro lado, para aumentar la citotoxicidad tanto in vitro como in vivo se 
pueden utilizar anticuerpos biespecíficos o triespecíficos (BiKEs o TriKEs) que 
unen las células NK a las células tumorales8,58-61 o transferir genes a las células 
NK de receptores quiméricos de antígenos específicos tumorales (CARs) de 
forma análoga a la terapia con CART19 (CARs en LT frente a CD19), la cual 
tiene resultados prometedores en cuanto a seguridad y eficacia en pacientes 
con LLA refractaria o en recaída en estudios que incluyen pacientes adultos y 
en edad pediátrica62,63.  
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5.- FUENTES DE CÉLULAS NK PARA LA PRÁCTICA CLÍNICA. 
Las células NK se pueden obtener de diversas fuentes: sangre periférica, 
médula ósea, cordón umbilical y células embrionarias. De ellos, la obtención 
mediante leucoaféresis de células mononucleares de sangre periférica supone 
la fuente más utilizada en la práctica. El objetivo de estos procedimientos es 
obtener un producto altamente purificado de células NK con mínima 
contaminación por LT para conseguir el mayor efecto antitumoral sin desarrollo 
de EICR. 
5.1.- Cordón umbilical. 
 
Se pueden seleccionar células CD34+ de esta fuente utilizando el sistema 
CliniMACS®. Las células NK derivadas de estas células CD34+ son generadas 
en medios celulares de cultivo estáticos o en un biorreactor automático. La 
producción a gran escala por estos métodos fue utilizada en un ensayo fase I 
con pacientes ancianos con LMA64. Las células obtenidas de este modo 
expresan altos niveles del receptor NKG2D, siendo así eficaces contra las 
células leucémicas.  
 
La sangre del cordón umbilical presenta algunas ventajas, como el alto 
contenido en células NK y el menor riesgo de EICR debido a la inmadurez de 
sus LT. Sin embargo, las células NK derivadas de cordón presentan algunas 
desventajas como su fenotipo inmaduro (determinado por una mayor expresión 
de receptores inhibidores como NKG2A y una menor expresión de receptores 
KIR), o una unión menos afín con las células diana, debida a una menor 
expresión de moléculas de adhesión3,9,31. Recientemente, la producción a gran 
escala de células NK a partir de cordón umbilical se ha realizado a partir de 
unidades criopreservadas de cordón, cocultivadas con la línea K562 modificada 
genéticamente para expresar en su superficie IL-21, 41BB, CD64 y CD86. 
Estas células NK así cultivadas son capaces de expandirse y de formar 
sinapsis inmunológicas funcionales, siendo activas frente a diferentes líneas de 
mieloma múltiple. Múltiples ensayos clínicos fase I/II están probando la 
viabilidad y la eficacia de estas células NK de cordón para diversas neoplasias 
hematológicas (NCT01619761, NCT01729091, NCT01914263, NCT02280525). 
 
5.2.- Médula ósea/células embrionarias. 
 
Las células progenitoras hematopoyéticas CD34+, derivadas de la médula 
ósea, se pueden cultivar con IL-2 o IL-15 solos o en combinación con otros 
factores de crecimiento hematopoyéticos como ligando c-kit, para producir 
células NK3. 
 
Recientemente, se ha descrito la producción de células NK a partir de células 
madre embrionarias a través de un método de cultivo en dos pasos31. Las 
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células así obtenidas poseen la capacidad de lisar células tumorales por 
citotoxicidad directa y dependiente de anticuerpos, y exhiben un fenotipo 
maduro de NK, con expresión de KIR y de una gran variedad de moléculas 
efectoras, de forma que han demostrado ser más efectivas que las células NK 
derivadas de cordón umbilical en un modelo animal. En el futuro, se podrían 
modificar genéticamente estas células para expresar receptores quiméricos 
dirigidos a antígenos expresados en las células tumorales y aumentar así su 
efectividad.  
 
5.3.- Sangre periférica. 
 
Se han desarrollado varios métodos de expansión ex vivo de células NK desde 
sangre periférica bajo condiciones NCF, algunos de los cuales se describen en 
el apartado 63. 
 
6.- MANUFACTURACIÓN DE CÉLULAS NK PARA USO CLÍNICO. 
 
Para la utilización de células NK en inmunoterapia, es necesario obtener un 
número suficiente de células NK funcionales. Se obtienen de donantes sanos o 
de los propios pacientes. 
 
Se han descrito varios métodos de expansión ex vivo de células NK para su 
posterior utilización en la práctica clínica. Para estimular la proliferación celular 
se pueden utilizar células “feeder” (alimentadoras) irradiadas como células 
mononucleares de sangre periférica o células linfoblásticas transformadas por 
el virus Epstein-Barr, genéticamente modificadas (K562)65, en presencia de 
OKT3 (muromonab-CD3) e IL-266. Otros métodos de expansión utilizan medios 
de cultivo con citoquinas como IL-15.  
 
6.1.- Selección inmunomagnética de células NK. 
 
Las células NK se obtienen por leucoaféresis de sangre periférica en un 
sistema aséptico cerrado, habitualmente sin estimulación con factores de 
crecimiento, ya que éstos tienen un efecto negativo sobre la capacidad de 
activación y proliferación de las células NK. El proceso de selección se realiza 
mediante selección inmunomagnética, en dos pasos secuenciales: primero 
purgado de LT (CD3+) y posterior selección de células NK (CD56+). Para ello 
se utiliza el sistema CliniMACS®. Tras el purgado de LT, el producto restante 
es enriquecido utilizando el reactivo CD56 para aumentar la concentración de 
células NK frente a LB, células CD34+ y células dendríticas67,68. 
 
Este producto celular enriquecido en células NK puede ser infundido sin 
ninguna otra manipulación o tras su expansión con IL-2 o con otras citoquinas 
como IL-15 en medios de cultivo o en biorreactores.  
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6.2.- Sistema de activación y expansión de células NK. 
 
El grupo del Dr. Dario Campana en 2009 desarrolló un método de expansión y 
activación de células NK (NKAE)68,69, utilizando la línea celular leucémica K562 
modificada genéticamente para expresar en su membrana IL-15 y el ligando 
CD137 (41BB), que es una potente molécula coestimuladora (línea K562-
mb15-41BBL). Estas células carecen de HLA en su superficie y actúan como 
presentadoras de antígeno. Su cocultivo con células mononucleares en 
presencia de IL-2 produce expansión y activación de células NK, con 
incremento de su citotoxicidad. Se ha desarrollado un banco celular para su 
producción a gran escala bajo condiciones NCF. 
 
Las células mononucleares se obtienen de sangre periférica de donantes sanos 
o del paciente mediante leucoaféresis. En el caso de células alogénicas, se 
puede realizar posterior selección de NK por sistema CliniMACS®, con purgado 
de LT.  
 
Cuando las células mononucleares de donantes sanos o de pacientes con 
leucemia se someten a expansión con el método NKAE, la mediana de 
CD56+CD3- obtenida a los siete días es superior a la obtenida tras 
estimulación con IL-2, IL-12, IL-15 e IL-21. Además, la expansión de LT es 
escasa.  
 
Este grupo demostró además que las NKAE presentan un perfil de expresión 
genética distinto a las células NK no estimuladas y a las estimuladas con IL-2. 
Los genes implicados incluyen codificación de citoquinas y sus receptores, 
moléculas de adhesión y moléculas implicadas en la estimulación de LT. 
Asimismo se estudió la expresión de receptores como NKG2D, encontrando 
una mayor expresión en las NKAE.   
 
Por otro lado, existe una mejoría de la citotoxicidad y potencia de NKAE 
respecto a las células NK no estimuladas y NK estimuladas con IL-2 cuando se 
enfrentan a células leucémicas ex vivo, independientemente del ratio.  
 
En los estudios in vivo realizados por este grupo con ratones 
inmunodeficientes68 a los que previamente se les había inyectado células 
leucémicas, las células NKAE administradas por vía intravenosa se detectaron 
en sangre periférica a los 4 días, representando el 0,78 ± 0,52% de las células 
mononucleares, con descenso en los niveles en el día +10 a menos de 0,1%, 
siendo indetectables posteriormente. Sin embargo, cuando la administración de 
NKAE se acompañó de administración intraperitoneal de IL-2 (25.000 UI al día 
durante una semana y después cada 48 horas en las semanas siguientes), el 
porcentaje de células NK detectadas fue mucho mayor (6,2 ± 4,1% de las 
células mononucleares en el día +4), siendo detectables hasta el día +38. Se 
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observó una supresión del crecimiento de las células leucémicas y/o una 
disminución de la carga tumoral en los ratones con NKAE detectables, aunque 
eventualmente el crecimiento progresó.  
 
Por tanto, las células K562-mb15-41BBL inducen proliferación específica de 
células NK en donantes sanos y en pacientes con leucemia aguda en 
tratamiento. La expresión génica de las NKAE es diferente respecto a las NK 
no estimuladas y a las estimuladas con IL-2, tanto en genes asociados a la 
proliferación celular como en moléculas que regulan su función. Además 
presentan citotoxicidad importante frente a células leucémicas mieloides. Como 
ventaja adicional, los LT residuales al final del cultivo son prácticamente 
inexistentes, lo que evita el riesgo de EICR. 
 
El grupo del Dr. Dean Lee posteriormente desarrolló un método de expansión 
similar con la línea K562-41BBL, con expresión de IL-21 en lugar de IL-15. Esta 
línea presenta como ventaja que no muestra senescencia replicativa ni 
acortamiento telomérico, lo que mejoraría su capacidad de expansión in 
vivo70,71.   
 
6.3.- Método de estimulación con IL-15 (NK-IL15). 
 
El grupo del Dr. Pérez-Martínez, en el Hospital Infantil Universitario Niño Jesús 
(Madrid), desarrolló en 2012 la estimulación de células NK con IL-15 ex vivo20.  
 
Las células NK se aislaron mediante sistema CliniMACS® de la sangre 
periférica de pacientes pediátricos con tumores sólidos refractarios y de 
controles sanos.  
 
La actividad citotóxica ex vivo se determinó mediante cocultivo celular de las 
células NK de los pacientes y de los controles sanos con la línea celular K562. 
Se demostró que la citotoxicidad de los enfermos respecto a los controles 
sanos estaba disminuida20. Sin embargo, tras estimulación diaria con IL-15 esta 
actividad se normalizaba. 
 
Por otro lado, en el mismo trabajo se desarrolló un modelo murino de 
neuroblastoma refractario, observando que la carga tumoral disminuía en los 
ratones que recibieron tratamiento con NK-IL1520. 
 
Por tanto, se concluyó que la estimulación con IL-15 mejora la citotoxicidad ex 
vivo y es capaz de disminuir la carga tumoral in vivo.  
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7.- SELECCIÓN DE DONANTE HAPLOIDÉNTICO. 
 
El objetivo general es la elección de un donante cuyas células NK produzcan 
un mayor efecto injerto contra leucemia sin riesgo de EICR. En el TPH 
haploidéntico, la alorreactividad es mediada principalmente a través de las 
células NK por los receptores inhibidores KIR, de forma que las células NK del 
donante pueden atacar a las células hematopoyéticas del receptor cuando 
éstas carecen del ligando para el correspondiente receptor inhibidor KIR8,15. De 
esta forma, las células NK actúan como mediadoras de un potente efecto 
injerto contra leucemia que produce una disminución del riesgo de recaída 
demostrado en pacientes adultos con LMA, así como en pacientes pediátricos 
con LLA sometidos a TPH haploidéntico con purgado de LT.  
 
La importancia de la selección del donante en las terapias basadas en células 
NK fue documentada por primera vez en el año 2002 por el grupo de la Dra. 
Ruggeri10, que demostró que la alorreactividad de las células NK disminuía el 
rechazo y mejoraba el prendimiento celular, además de producir efecto injerto 
contra leucemia. La alorreactividad de las células NK se determinó mediante el 
análisis de los ligandos KIR. El objetivo es la elección de un donante con un 
ligando KIR que falte en el receptor para así activar la función de las células NK 
y producir un efecto injerto contra leucemia. Actualmente para ello se utiliza el 
“score de Cooley”. 
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8.- SITUACION ACTUAL DE LA INVESTIGACIÓN CON CÉLULAS NK. 
 
En la fecha de redacción de esta tesis (julio 2018) se encuentran registrados en 
Clinicaltrials.gov, 799 ensayos clínicos a nivel mundial que utilizan células NK 
como inmunoterapia adoptiva para tratamiento de diversas enfermedades 
neoplásicas, tanto hematológicas como tumores sólidos. La mayoría de ellos 
sólo incluyen pacientes adultos. Aproximadamente 100 de estos ensayos se 
realizan en población pediátrica. En la tabla 4 se resumen algunos de los que 
ya exponen resultados.  
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Tabla 4: Situación actual de la investigación con células NK 
Identificación Nombre del ensayo Tratamiento administrado Resultados 
NCT00582816. 
Kenneth DeSantes. 
Fase I-II 
Trasplante haploidéntico con 
acondicionamiento de intensidad 
reducida asociado a infusión post-
trasplante de células NK para 
pacientes pediátricos con leucemia 
aguda y tumores sólidos de alto 
riesgo. 
Metilprednisolona, globulina 
antitimocítica (ATG), ciclosporina, 
Flu, melfalán, tiotepa y rituximab + 
TPH haploidéntico + infusión células 
NK. 
 
6 pacientes. 
3 casos de EICR grado III cutáneo, 2 
EICR grado IV gastrointestinal, 1 
EICR grado III gastrointestinal, 2 
fallos primarios del injerto y 1 fallo 
tardío.  
1 paciente falleció antes del día 
+100.  
 
NCT00698009. 
Susan S. Kelly.  
Fase II 
Análisis de la infusión de células NK 
haploidénticas en pacientes con 
neuroblastoma refractario o en 
recaída. 
Flu/Cy + infusión de células NK + 
bajas dosis de IL-2. 
1 paciente (retirada voluntaria). 
Neutropenia febril. 
NCT00941928. 
Anna Franklin. 
Fase II 
 
Infusión de células NK haploidénticas 
en combinación con Epratuzumab y 
bajas dosis de IL-2 para el 
tratamiento de LAL en recaída. 
Flu/Cy + Epratruzumab (360 mg/m2) 
en los días -4, -1, +3, +6, +10, +13 y 
+17. 
2 pacientes. Ninguno completó el 
tratamiento (1 progresión, 1 retirada 
voluntaria). 
NCT00145626. 
Brandon Triplett.  
Fase II  
TPH HLA no idéntico e infusión de 
células NK en niños < 2 años con 
tumores hematológicos de alto 
riesgo. 
Cy, Flu, tiotepa, melfalán y OKT3 + 
TPH haploidéntico con purgado de 
LT + infusión de células NK en el día 
+7. 
14 pacientes. 
Dosis de células NK: 38,9 x 106/kg 
(9,8- 102,5).  
Supervivencia 50% al año.  
3 pacientes fallecieron por 
complicaciones del TPH.  
No EICR severo, 1 caso de EICR 
crónico limitado. 
NCT00526292.  
Katherine Hsu y Ann Alice 
Jakubowski. 
Fase II 
 
Infusión de células NK haploidénticas 
para el tratamiento de leucemia 
refractaria/recaída tras un TPH 
alogénico. 
Flu/Cy + infusión de células NK. 
6 pacientes (3 <18 años).  
1 paciente remisión completa y 5 
progresaron. 
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Identificación Nombre del ensayo Tratamiento administrado Resultados 
NCT01106950. 
Jeffrey S. Miller. Fase II 
Infusión de células NK haploidénticas 
para el tratamiento de LMA 
refractaria o en recaída. 
Flu, Cy y denileukina diftitox + 
infusión de células NK + IL-2. 
15 pacientes (4 <18 años). 
27 expansiones exitosas (células NK 
circulantes >100/µL a los 14 días).  
53% remisión completa 4 semanas 
tras la última dosis.  
Supervivencia libre de enfermedad: 
33% a los 6 meses.  
 
NCT00871689. 
Michael R. Verneris.  
Fase II 
Infusión de células NK haploidénticas 
y trasplante de cordón umbilical con 
doble purgado de LT para el 
tratamiento de LMA refractaria 
Flu/Cy e ICT + infusión de cordón 
umbilical + IL-2 (total 12 dosis). 
2 pacientes. 
1 paciente remisión en el día 
+100,falleció por leucoencefalopatía 
1 paciente falleció por fallo de injerto 
y recidiva de enfermedad de base. 
 
NCT00187096.  
Jeffrey E. Rubnitz.  
Fase II 
 
 
Estudio piloto de la infusión de 
células NK haploidénticas para 
pacientes con LMA. 
Desde el día -1 se administra IL-2 
hasta completar 2 semanas. Los 
pacientes se dividieron en 2 grupos:  
a. Grupo 1 (LMA en remisión 
completa): Flu/Cy 
b. Grupo 2 (LMA refractaria o 
en recaída o con aumento de 
enfermedad mínima 
residual).  
i. Grupo 2A: 
Flu/Cy 
ii. Grupo 2B: 
clofarabina 
+etopósido+
Cy.   
 
25 pacientes 
16 pacientes presentaron toxicidades 
grado 3-4. 
Duración del injerto de células NK: 
10 días. 
Pico de quimerismo alcanzado 7%. 
Células NK del donante detectables 
en el día +28: 29% (7-30%).  
Supervivencia a los 2 años: 100%, 
0% y 45% en cada grupo 
respectivamente 
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Identificación Nombre del ensayo Tratamiento administrado Resultados 
NCT02259348.  
Brandon Triplett.  
Fase II  
Infusión de células NK haploidénticas 
como parte del acondicionamiento 
previo al TPH para el tratamiento de 
enfermedades hematológicas 
malignas en recaída o refractarias. 
Flu/Cy + IL-2 + células NK + ATG, 
rituximab, tiotepa y melfalán + TPH 
con purgado de LT y de CD45RA en 
el día 1.G-CSF desde el día +6. 
6 pacientes.  
100% injerto de neutrófilos el día 
+42.  
2 pacientes recaída un año después.  
3 pacientes EICR agudo grado III. 1 
paciente EICR agudo grado IV  
No hubo muertes relacionadas con 
complicaciones del TPH. 2 pacientes 
sobrevivieron sin enfermedad a los 
12 meses del tratamiento. 
NCT01621477.  
Brandon Triplett.  
Fase II 
TPH haploidéntico con células NK en 
pacientes con enfermedades 
hematológicas malignas refractarias 
o en recaída tras un TPH. 
Clofarabina, citarabina, busulfán, 
plerixafor, ciclofosfamida, ATG de 
conejo + TPH  
17 pacientes  
7 pacientes estaban vivos al año del 
TPH, 4 de ellos libres de 
enfermedad.  
10 pacientes recaída antes del año.  
8 pacientes desarrollaron EICR (3 
grado III y 1 grado IV).  
2 muertes relacionadas con el TPH a 
los 100 días.  
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JUSTIFICACIÓN  
 
A pesar de la mejoría en el pronóstico de los pacientes pediátricos con cáncer, 
todavía la recaída o la refractariedad a los tratamientos convencionales 
constituyen las causas más importantes de mortalidad, con índices de 
supervivencia bajos a largo plazo. En el momento actual, la investigación en el 
área de la inmunología del cáncer, sugiere que algunas terapias celulares 
podrían tener un papel importante en el reconocimiento tumoral y en su 
eliminación.  
 
La rápida actividad citotóxica de las células NK respetando las células sanas, la 
posibilidad de expandirlas y manipularlas para su uso clínico en humanos, y la 
posibilidad de combinarlas con otros tratamientos como quimioterapia, 
radioterapia u otras inmunoterapias, hacen de estas células una poderosa 
herramienta terapéutica a desarrollar, con un perfil de seguridad muy alto. 
 
Entre las limitaciones para su uso generalizado en la práctica clínica destacan 
la necesidad de expandirlas para obtener un número suficiente, la dificultad de 
las técnicas para su manufacturación y la necesidad de hacerlo en condiciones 
NCF para uso humano, lo que conlleva costes y necesidad de laboratorios 
especialmente diseñados para ello.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
HIPÓTESIS. 
 
1. Las células NK procedentes de donantes sanos haploidénticos 
pueden ser activadas y expandidas ex vivo en condiciones NCF.   
 
 
2. Con los métodos de expansión y activación ex vivo se pueden 
obtener un número suficiente de células NK para su uso clínico.  
 
 
3. La infusión en pacientes pediátricos con tumores sólidos o leucemias 
refractarias o en recaída es segura y podría tener un efecto 
terapéutico.   
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OBJETIVOS 
 
Los objetivos de esta tesis doctoral son:  
 
1.-Describir los procesos de producción de células NK para uso clínico a partir 
de sangre periférica de donantes sanos: 
 
a) Células Natural Killer activadas ex vivo con IL-15 (NK-IL15). 
b) Células Natural Killer activadas y expandidas ex vivo (NKAE). 
 
2.-Comparar las características morfológicas y funcionales del producto final: 
 
a) NK-IL15. 
b) NKAE. 
 
3.-Describir la utilización de ambos productos en tres ensayos clínicos: 
 
a) “Trasplante haploidéntico e infusión de células NK estimuladas con 
IL-15 en pacientes pediátricos con tumores sólidos refractarios". 
(NCT01337544). 
b) “LLAT: Infusión de células NK en combinación con quimioterapia en 
pacientes pediátricos con leucemia/linfoma T refractaria”. 
(NCT01944982). 
c) “Lydia: Inmunoterapia con células NK activadas y expandidas junto 
con quimioterapia de rescate en el niño con leucemia aguda en 
recaída o refractariedad”. (NCT02074657). 
 
4.-Evaluar si existe correlación entre el número de células NKAE y de LT 
infundidos y la respuesta tumoral.  
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METODOLOGÍA 
 
Se describen los métodos de producción y activación de células NK disponibles 
actualmente en nuestro país para uso clínico en humanos: células NK 
estimuladas ex vivo con IL-15 (NK-IL15) y células NK activadas y expandidas 
utilizando técnicas de cocultivo con la línea celular K562-mbIL15-41BBL 
(NKAE). 
 
En ambos métodos de producción se obtuvieron a partir de donantes sanos 
haploidénticos.  
 
1.- SELECCIÓN DE LOS DONANTES. 
 
La selección del donante se basó en: 1) historia clínica y examen físico, 2) 
despistaje de enfermedades infecciosas, 3) tipaje HLA y 4) tipaje KIR en el que 
se incluyeron tres niveles: genotipo, fenotipo y tipaje de alelos mediante 
citometría de flujo, PCR en tiempo real (RT-PCR) y análisis de alelos. 
 
Se realizó tipaje de resolución intermedia a los pacientes y a los donantes para 
las moléculas HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 (y HLA-DP1) por 
PCR. Además, se analizaron en los pacientes los ligandos KIR HLA-C (C1 y 
C2) y HLA-B (Bw4 y Bw6) utilizando PCR de alta resolución con los kits 
comerciales Thermo Fisher, ELPHA y One Lambda. Por otro lado, se realizó 
tipaje KIR a los donantes analizando 15 genes humanos KIR y 2 pseudogenes 
usando un kit de tipaje de Miltenyi Biotec, y se determinó el contenido KIR-B 
mediante el score propuesto por el grupo de la Doctora Cooley6,33. 
 
El tipaje KIR se realizó mediante determinación del genotipo (haplotipo KIR-A o 
KIR-B), determinación del fenotipo (expresión genética de los receptores KIR 
en las células NK6) y tipaje de alelos (potencia funcional)34. La expresión de 
receptores KIR se analizó en los donantes mediante citometría de flujo 
multiparamétrica usando el citómetro Navios (Beckman Coulter) determinando 
la expresión de KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL1 y KIR3DL1. 
 
El donante haploidéntico se seleccionó según el siguiente orden de preferencia: 
 
1) Alorreactividad KIR/HLA definida como ausencia del ligando HLA-I en 
el paciente, presencia del mismo en el donante y presencia del 
receptor KIR correspondiente en el donante que reconoce la 
ausencia de ese ligando HLA-I en el receptor (KIR/HLA mismatch). 
2) En el caso de ausencia de alorreactividad KIR/HLA, se busca el 
donante con haplotipo KIR-B con mayor score. 
3) Si 1 y 2 fueran no concluyentes, la elección se basa en la 
citotoxicidad in vitro de las células NK frente a la línea celular K562.   
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2.- PRODUCCIÓN DE CÉLULAS NATURAL KILLER ACTIVADAS EX VIVO 
CON IL-15 (NK-IL15). 
 
Se obtienen a partir de aféresis de sangre periférica no movilizada de donante 
sano haploidéntico. 
 
Para la selección de células se utiliza la tecnología MACS “magnetic cell 
sorting” (Miltenyi Biotec, Alemania) que permite la separación y selección de 
células mediante un campo magnético de alto gradiente, a través de un potente 
imán permanente y una columna de separación con una matriz ferromagnética. 
Las células que se pretende seleccionar son marcadas con un anticuerpo 
monoclonal unido a una partícula superparamagnética de 50 nm de hierro-
dextrano (óxido de hierro) y quedan retenidas en la columna magnetizada y 
separadas de las células no marcadas. Posteriormente y tras retirar el campo 
magnético, las células marcadas retenidas en el imán pueden ser lavadas y 
recogidas en un compartimento diferente de las células no marcadas. El 
sistema CliniMACS® utiliza la tecnología MACS permitiendo además su 
aplicación clínica. Utilizando esta tecnología, se realiza selección en dos pasos 
de la población linfocitaria NK (CD3-CD56+) a partir del producto de 
leucoaféresis, como se comenta más adelante. 
 
A continuación, se describe el sistema CliniMACs® utilizado para este 
procedimiento: 
 
2.1.- Sistema CLINIMACS®. Componentes del CliniMACS System®. 
 
El CliniMACS CD3 System® incluye un instrumento controlado por ordenador 
(CliniMACSplus Instrument), un reactivo magnético estéril (CliniMACS CD3 
Reagent), un set de tubos estériles (CliniMACS Tubing Set LS o CliniMACS 
Depletion Tubing Set) y un tampón estéril (CliniMACS PBS/EDTA Buffer) y está 
diseñado para el purgado de células humanas CD3+ de poblaciones celulares 
hematológicas heterogéneas.  
 
Los componentes básicos del CliniMACSplus Instrument son un ordenador 
integrado, una unidad de separación magnética, una bomba peristáltica, un 
sensor de líquido y válvulas de estrangulamiento. El ordenador integrado 
controla todos los componentes electromecánicos del instrumento y guía el 
sistema para ejecutar los procesos. La unidad de separación magnética 
incorpora un imán permanente móvil y el soporte de la columna de selección. 
Durante la selección, la bomba peristáltica controla la velocidad de flujo a 
través del Tubing Set. El sensor del líquido controla el flujo de suspensión de 
células marcadas dentro del CliniMACS Tubing Set. Un total de once válvulas 
de estrangulamiento aseguran un flujo controlado durante todo el proceso. 
Todo el proceso se realiza dentro de un sistema cerrado y estéril. 
Metodología 
 
61 
 
El CliniMACS CD3 Reagent consiste en un anticuerpo monoclonal murino CD3 
conjugado con partículas de hierro-dextrano. Está diseñado para el purgado in 
vitro de células humanas CD3+ de poblaciones celulares hematológicas 
heterogéneas. Los viales son de un solo uso y no son aptos para su infusión 
directa. Se debe tener en cuenta que cuando la fracción purgada de células 
CD3+ es infundida a un paciente, existe la posibilidad de infundir trazas de 
anticuerpo murino y de hierro-dextrano, por lo que podrían ocurrir reacciones 
alérgicas o anafilácticas. Por tanto, se debe disponer de medicación y de 
equipo de cuidados intensivos previo a su infusión. El purgado de células CD3+ 
debe ser realizado únicamente por personal cualificado y entrenado. El reactivo 
se debe almacenar a temperatura entre 2 y 8ºC. Está fabricado en las máximas 
condiciones de asepsia.  
 
Con las mismas características, el CliniMACS CD56 Reagent consiste en un 
anticuerpo monoclonal murino CD56 conjugado con partículas de hierro-
dextrano. 
 
El sistema de tamponamiento (CliniMACS PBS/EDTA Buffer) está diseñado 
exclusivamente como solución de lavado y de procesamiento para la 
separación in vitro de células humanas. No es adecuado para otros 
procesamientos celulares ni aplicaciones diagnósticas o terapéuticas. Antes de 
su uso, debe ser suplementado con albúmina sérica humana para obtener una 
concentración final de 0,5% (se debe añadir cinco gramos de albúmina por 
cada litro de tampón).  
 
2.2.- Material necesario para el método de selección. 
 
-CliniMACS CD3 Reagent®: Se necesita un vial (7,5 ml) para el purgado de 
hasta 15 x 109 células CD3+ de un total de células de 40 x 109.  
 
-CliniMACS CD56 Reagent®: Un vial contiene 7,5 ml, necesario para la 
selección de hasta 10 x 109 células CD56+ de un total de células de 40 x 109. 
 
-CliniMACS Tubing Set®: Se utiliza Tubing Set LS para el purgado de hasta 20 
x 109 células CD3+ de un número total de células que no exceda de 80 x 109, 
mientras que el Depletion Tubing Set se utiliza para el purgado de 40 x 
109CD3+ de un número total de células que no excedan de 120 x 109 células. 
Con números altos de células marcadas, se recomienda utilizar Depletion 
Tubing Set para ahorrar tiempo de procesamiento.  
 
-CliniMACS PBS/EDTA Buffer®: Se necesita un total de hasta cinco litros de 
tampón para cada paso (dos litros para la preparación celular y hasta tres litros 
para la separación con el CliniMACS®).  
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2.3.- Método de funcionamiento del sistema CliniMACS®. 
 
Tras la obtención del producto de leucoaféresis, se procesa siempre antes de 
24 horas de su recolección. Todo el manejo de los productos se realiza en un 
ambiente estéril usando técnicas asépticas, en campana de flujo laminar. 
 
En primer lugar, la leucoaféresis se transfiere a una bolsa de transferencia (Cell 
Preparation Bag®) y se determina el número total de leucocitos, el porcentaje y 
número total de células CD3+ y su viabilidad. Estos datos se introducen en el 
sistema informático del CliniMACS®. 
 
En segundo lugar se procede a la dilución del producto de leucoaféresis con el 
tampón hasta un volumen total de 600 ml. Posteriormente se centrifuga el 
producto para eliminar plaquetas y posterior ajuste de volumen para el marcaje 
magnético. Previo al marcaje, se añade en la bolsa 3 ml de inmunoglobulina 
inespecífica IgG (Flebogamma® I.V 5%, Grifols) para bloquear las uniones 
inespecíficas y así aumentar la especificidad de la unión antígeno anticuerpo. 
Se incuba en agitación durante 5-10 minutos. 
 
Para el marcaje magnético se utiliza el anticuerpo monoclonal murino CD3 
conjugado con partículas de hierro-dextrano (CliniMACS CD3 Reagent®), 
inyectando el reactivo (7,5 ml) dentro de la bolsa donde se encuentra el 
producto de leucoaféresis a través del punto de conexión de inyección. Se 
mezcla el contenido y se coloca la bolsa de forma plana encima del agitador 
orbital a aproximadamente 25 revoluciones por minuto (rpm). El tiempo de 
incubación es de 30 minutos, a una temperatura ambiente controlada entre 19 
y 25ºC. 
 
Para proceder al purgado de células CD3+ se utiliza el CliniMACSplus 
Instrument®, eligiendo el programa DEPLETION 2.1 como programa de 
separación. A continuación, se procede a la introducción de algunos 
parámetros de la muestra necesarios para ajustar la secuencia de separación. 
Estos datos son: la concentración de leucocitos de la muestra, los porcentajes 
de las células marcadas y el volumen final de la muestra celular.  
 
A continuación, se procede a instalar la clase de tubos elegidos para realizar la 
separación celular (CliniMACS Depletion Tubing Set®). Una vez instalado el 
sistema y añadido el sistema tampón, se realiza un prelavado para comprobar 
que no existen fugas. Tras comprobar que no existen problemas de 
funcionamiento, se procede a conectar la bolsa, que contiene las células 
marcadas magnéticamente y lavadas con los tubos de separación.  
 
Tras completar la instalación y la comprobación del funcionamiento, el 
instrumento realiza el proceso de separación. Las células son cargadas dos 
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veces en la columna de selección. En las primeras etapas, se purga la masa de 
células marcadas. En segundo lugar, se purgan las células marcadas que 
quedan. La bomba transporta el contenido de la bolsa a los tubos. Las células 
marcadas magnéticamente son retenidas en la columna de selección que está 
situada en el campo magnético, mientras las células no marcadas pasan a 
través de la misma y son recogidas. Cuando se alcanza la capacidad de la 
columna de selección (calculada por el ordenador interno) o cuando la bolsa 
celular está vacía (lo cual se detecta automáticamente por el sensor de líquido), 
la carga de las células se detiene. Una vez finalizado el proceso, se 
desconectan los componentes del sistema y se procede a apagar el 
ordenador72. 
 
Para el enriquecimiento de células CD56+ se realiza el mismo procedimiento, 
utilizando el reactivo específico (CliniMACS CD56 Reagent®) y el programa 
ENRICHMENT 1.1.  
 
2.4.- Descripción del proceso de selección de la población NK. 
 
Utilizando el sistema CliniMACS®, se realiza selección en dos pasos de la 
población linfocitaria NK (CD3-CD56+) a partir del producto de leucoaféresis.  
 
A) Primer paso: purgado de LT: selección de células CD3- mediante 
CliniMACS CD3 System® del producto de leucoaféresis. 
 
B) Segundo paso: selección de células NK (CD56+CD3-) obtenida del 
paso anterior.  
 
C) Tercer paso: incubación del producto final durante 12-18 horas con 
IL-15. 
 
D) Análisis de células previo a su infusión en los pacientes. 
 
 
A) PRIMER PASO: Purgado de LT CD3+. 
 
Como se ha descrito en el apartado anterior, el CliniMACS CD3 System®  
emplea anticuerpos CD3 monoclonales selectivos conjugados con partículas 
superparamagnéticas (CliniMACS CD3 Reagent®; Miltenyi Biotec). El 
anticuerpo CD3 reconoce todas las células T, reaccionando con el 70-80% de 
los linfocitos de sangre periférica y con el 65-85% de timocitos. Por tanto, las 
células CD3+ quedan marcadas específicamente mediante la incubación in 
vitro con este reactivo. Utilizando el programa DEPLETION 2.1, el sistema 
CliniMACS® pasa la suspensión marcada con anticuerpos a través de la 
columna de separación en la que se generan fuertes gradientes magnéticos. La 
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columna de separación retiene las células CD3+ marcadas magnéticamente, 
mientras que las células no marcadas (células diana) fluyen a través de la 
columna. El sistema realiza varias fases automáticas de lavado recogiendo las 
células diana CD3- en la bolsa de recolección. 
 
B) SEGUNDO PASO: Selección de células NK (CD56+) de la fracción 
negativa (CD3-) obtenida del paso anterior. 
 
Utilizando la misma metodología que para el purgado de LT, se procede a la 
selección de células CD56+ del producto obtenido del paso previo. En este 
caso se utiliza el anticuerpo monoclonal CD56 (CliniMACS CD56 Reagent®; 
Miltenyi Biotec) conjugado con partículas superparamagnéticas, mediante el 
programa ENRICHMENT 1.1. 
 
C) Incubación del producto final durante 12-18 horas con IL-15. 
 
El proceso de incubación de las células NK con IL-15 recombinante (CellGenix, 
Francia) se realiza ex vivo en sistema cerrado (Cell Collection Bag®), en el 
interior de una cabina de flujo laminar tipo II (VBH 72 Compact E, Mazzo di 
Rho; Milán) a una concentración de 10 ng/ml en un incubador a 37ºC y 5% de 
CO2 durante 12-18 horas. Tras la incubación se realizan tres lavados con 
cloruro sódico en una centrífuga (KUBOTA 8910 Bunkyo-ku, Tokio, Japón) 
durante 15 minutos a 200 g sin freno y a temperatura ambiente, 25ºC. 
Finalizados los lavados se infunde al paciente previa premedicación con 
antitérmico (metamizol) y antihistamínico (difenhidramina). Las condiciones 
NCF se mantienen durante todo el proceso. 
 
Se define efectividad del proceso como la relación entre la cantidad de células 
NK recogidas al final del procedimiento respecto a las que serían posibles, es 
decir, a las que se encuentran en el producto de aféresis, expresado como 
porcentaje.  
 
En las figuras 4 y 5 se resumen los pasos del protocolo utilizado. En la figura 7 
se muestra una imagen del CliniMACS System®. 
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Figura 4: Purgado CD3 
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Figura 5: Selección CD56 
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Figura 6: Pasos de la producción de NK-IL15 
 
 
Figura 7: CliniMACS System® 
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3.- PRODUCCIÓN DE CÉLULAS NATURAL KILLER ACTIVADAS Y 
EXPANDIDAS (NKAE) CON LA LÍNEA CELULAR K562-MBIL15-41BBL. 
 
Las células mononucleares (CMN) se obtuvieron a partir de sangre periférica. 
Se realizó extracción de 250 ml de sangre a los donantes, utilizando bolsas de 
recolección convencionales con 15 UI/ml de heparina sódica. La sangre se 
procesó mediante gradiente de Ficoll (GE Healthcare Bio-Sciences). 
 
El gradiente de Ficoll es un método de separación por gradiente de densidad 
en el que se utiliza la centrifugación sobre una solución de densidad definida 
que se denomina Ficoll-Hypaque. Como consecuencia, las partículas con 
mayor densidad de flotación se desplazan al fondo del tubo. De este modo, las 
células mononucleares permanecen entre el plasma y la solución, mientras que 
los eritrocitos y los granulocitos gravitan hacia el fondo.  
 
Para este proceso, la muestra de sangre periférica se diluye a una 
concentración 1:1 con 50 ml de tampón salino fosfato (PBS, GIBCO) al que se 
añade 0,5% de EDTA y 0,5% de albúmina sérica humana en seis tubos Falcon. 
Se añaden 15 ml de Ficoll a cada tubo. Se centrifuga a 400 g durante 30 
minutos sin freno. Tras la centrifugación, se recoge el anillo celular y se lava en 
un tubo Falcon de 50 ml con el tampón.  
 
Posteriormente se realiza un cocultivo celular de las CMNs de sangre periférica 
obtenidas del donante con la línea celular K562-mbIL15-41BBL, que fue cedida 
por el Profesor D. Campana (Universidad Nacional de Singapur) mediante un 
Material Transfer Agreement (MTA) e irradiada con 100 Gy. Se utilizó un ratio 
CMNs/K562-mbIL15-41BBL de 1:1,5 durante dos semanas en el medio RPMI-
GlutaMax (Gibco, Life Technologies) suplementado con suero humano AB al 
10% (Sigma) y 100 UI/ml de IL-2 (Miltenyi). Se añade medio de cultivo cada 48 
horas para mantener una concentración de 1x106 células/ml. Tras 14-21 días 
de cocultivo se obtienen células NKAE. Finalizado este tiempo se recogen las 
células, se determina su fenotipo celular y su actividad citototóxica in vitro y se 
procede a la infusión en el paciente68. 
 
Se definió ratio de expansión como el aumento del número de células en cultivo 
entre el día final y el día 0. Se definió fallo de expansión cuando el ratio de 
expansión de células NK fue igual o inferior a 1, es decir, cuando no se observó 
expansión celular. 
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Figura 8: Pasos de la producción de NKAE 
Metodología 
 
70 
 
4.- ANÁLISIS DE LAS CARACTERÍSTICAS FENOTÍPICAS Y FUNCIONALES 
DEL PRODUCTO FINAL. 
 
Los productos NK-IL15 y NKAE fueron analizados durante su producción y 
previamente a su infusión en los pacientes. Este análisis incluye los siguientes 
parámetros: 
 
1. Número total de leucocitos 
2. Viabilidad y número total de células NK 
3. Pureza y recuperación de células NK 
4. Viabilidad de LT 
5. Características fenotípicas del producto final 
6. Capacidad citotóxica del producto final 
7. Seguridad del producto (criterios microbiológicos y moleculares) 
 
Con NK-IL15, se estableció como control de calidad que el producto final 
presentara entre 1-100 x 106 células totales/kg, con más del 80% de células NK 
y menos de 1 x 105 LT/kg, con una viabilidad celular mayor del 70% y >50% de 
actividad citotóxica específica frente a la línea celular K562 a un ratio de 8:1, 
además de test microbiológicos estériles. 
 
Con NKAE el producto final debía presentar una pureza de células NK >80%, 
con menos de 1x106LT/kg. En aquellos casos en los que el producto final 
obtenido presentara más de 1x106 células/kg con inmunofenotipo CD56-CD3+ 
se hizo necesaria una eliminación de estos LT mediante técnicas 
inmunomagnéticas (sistema CliniMACS®) previa a su infusión en pacientes. 
 
4.1.- Características morfológicas. 
 
En ambos métodos de producción, se analizó tras la leucoaféresis, tras cada 
purgado y selección y semanalmente durante la estimulación las características 
del producto final, además de previa infusión al paciente (pureza, viabilidad y 
LT residuales). Las células vivas se contaron usando la cámara de recuento 
Neubauer (Sigma) tras tinción con solución Trypan blue (Sigma) a una 
concentración 1:1 para teñir las células no viables. 
 
El análisis de porcentaje y fenotipo de células NK, LT y NKT se realizó 
semanalmente mediante citometría de flujo multiparamétrica en citómetro 
FACS CANTO II (BD Biosciencies). La expresión de receptores activadores e 
inhibidores en la superficie de las células NK se evaluó al inicio y 14 días tras 
su activación y expansión con el método NKAE. En NK-IL15, se analizaron en 
estado basal y en el producto final.  
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Para determinar el fenotipo de las células NK se utilizaron los siguientes 
anticuerpos: CD3 PE-Cy7 (Biolegend), CD158b-FITC, CD56-APC, CD16-APC-
Cy7 (BD Pharmingen), CD45-FITC, CD19-PE,CD20-PE, CD25-PE, CD336 
(NKp44)-PE, 7-AAD (Iotest), NKG2D (CD314)-APC, CD69-PE, CD337 
(NKp30)-PE, NKG2C (CD159c)-PE, CD57-FITC, CD158ah-FITC, CD158e-
FITC, DNAM-1 (CD226)-PE (Miltenyi), NKG2A (CD159a)-PE (R&D systems), 
NKp46-FITC (AbD Serotec). Para el análisis de los datos se utilizó el software 
FlowJo vX.0.7. 
 
4.2.- Características funcionales. 
 
Las características funcionales del producto final (capacidad citotóxica de las 
células NK) se analizaron mediante fluorescencia resuelta en el tiempo con 
Europium TDA (EuTDA; Perkin Elmer). 
 
Para ello, se realizó cocultivo de las células NK (células efectoras) con la línea 
celular leucémica K562 (células diana). En el caso de las NK-IL15 se realizó 
tras obtener el producto final y en el caso de las NKAE catorce días tras el 
inicio de la expansión.  
 
Este procedimiento consiste en marcar las células diana con un ligando 
fluorescente en forma de éster (BATDA). Este ligando penetra rápidamente la 
membrana celular y dentro de la célula es hidrolizado por las enzimas 
acetilesterasas a una forma hidrofílica (TDA) que no puede traspasar la 
membrana. Cuando las células efectoras se ponen en contacto con las células 
diana, éstas se lisan liberando TDA. El TDA se mezcla con la solución 
Europium dando una sustancia altamente fluorescente. La medida de esta 
fluorescencia se correlaciona con la cantidad de células lisadas.   
 
Se establecen cuatro ratios Efector/Diana, 8:1, 4:1, 2:1 y 1:1. 
 
Al calcular los resultados, se tiene en cuenta el porcentaje de lisis espontánea 
existente, además del porcentaje de lisis producido por las células efectoras. 
Para ello, se emplearon las siguientes fórmulas para calcular la citotoxicidad 
específica y espontánea:  
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4.3.- Análisis microbiológicos. 
 
Se comprobó la esterilidad de los productos para cumplir las normas de calidad 
de la Farmacopea Europea 2.6.1. La ausencia de Mycoplasma se analizó 
mediante un kit de PCR convencional para detección de Mycoplasma 
(VenorGeM, Sigma Aldrich). La tinción de Gram se realizó usando Color Gram 
2 test bioMérieux. 
 
4.4.- Análisis moleculares. 
 
El análisis molecular de seguridad se realizó por hibridación genómica 
comparativa (CGH) y RT-PCR. Para ello, se aisló el ADN y ARN de los cultivos 
celulares usando el microkit AllPrep ADN/ARN (Qiagen). Se utilizaron como 
genes control ADN humano masculino purificado (Promega Biotech). Para la 
CGH se utilizó la plataforma CGH-SNP (polimorfismos de un solo nucleótido) 
de Agilent.  
 
En las NK-IL15, se analizó en el producto final la expresión de c-Myc y de 
telomerasa transcriptasa inversa (TERT) por RT-PCR para verificar la ausencia 
de potencial oncogénico. Para ello se utilizaron sondas y “primers” TaqMan 
(Applied Biosystems, Life Technologies). Además se descartó la presencia de 
aberraciones cromosómicas en el ADN mediante CGH.  
 
En las NKAE, se realizó el análisis molecular en los días 14 y 21 del cultivo, 
analizando la expresión de c-Myc y de TERT mediante RT-PCR. Para ello se 
utilizaron sondas y “primers” TaqMan (Applied Biosystems, Life Technologies). 
Asimismo, se analizó la ausencia de células K562-mb15-41BBL verificando la 
ausencia de BCR-ABL mediante el mismo método utilizando sondas de Tip 
Molbiol (Eresburgstrasse). También se descartaron aberraciones 
cromosómicas en el ADN por hibridación CGH a base de microarrays.  
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5.- UTILIZACIÓN DE NK-IL15 Y NKAE EN ENSAYOS CLÍNICOS. 
 
Los productos NK-IL15 y NKAE se utilizaron en tres ensayos clínicos. Todos 
ellos se realizaron de acuerdo con la Declaración de Helsinki y la legislación 
española vigente sobre ensayos. Los protocolos y documentos de 
consentimiento fueron revisados y aprobados por el Comité Ético de 
Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Niño Jesús y del Hospital La Paz (H-
1004-027-315). Se obtuvo el consentimiento informado de los padres o 
representantes legales del menor así como de los donantes previo a la 
aféresis. Además, los menores a partir de 12 años, prestaron su asentimiento. 
 
5.1.-Trasplante haploidéntico e infusión de células NK estimuladas con IL-
15 en pacientes con tumores sólidos refractarios. Código EudraCT  2009-
01 0186-23. (NCT01337544). 
 
Ensayo clínico fase I/II dirigido a pacientes con tumores sólidos refractarios. 
Participaron en el mismo un total de seis pacientes, todos ellos en situación de 
refractariedad terapéutica. 
 
Los criterios de inclusión fueron: 
 
- Niños con tumores sólidos con comprobante histológico (linfomas, 
neuroblastoma, rabdomiosarcoma, sarcomas de partes blandas) 
refractarios o recurrentes a tratamiento convencional. 
- Presencia de enfermedad mensurable por técnicas de imagen, o 
por técnicas moleculares o celulares. 
- Edad: hasta los 21 años. 
- Tratamientos previos: debían haber recibido dos líneas de 
tratamiento estándar y no haber presentado respuesta favorable. 
- Esperanza de vida superior a 3 meses. 
- Índice de Lansky > 60%. 
- Alteración funcional de órganos (hepática, renal, respiratorio) leve 
(<2), según los criterios del National Cancer Institute (NCI CTCAE 
v3). 
- Fracción de eyección del ventrículo izquierdo >50%. 
- Otorgar consentimiento informado de acuerdo con la normativa 
legal vigente. 
 
Los criterios de exclusión fueron: 
 
- Pacientes con proceso infeccioso activo u otro estado médico 
subyacente grave. 
- Pacientes con antecedentes de mal cumplimiento terapéutico. 
Metodología 
 
74 
 
- Pacientes que tras una evaluación psico-social se censuran como 
no aptos para el procedimiento. 
- Serología VIH positiva. 
 
La infusión de células NK-IL15 se realizó el día +30 de un TPH de sangre 
periférica de donante haploidéntico con purgado CD3/CD19, previa 
movilización con factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 
(G-CSF).  
 
Un mes tras el trasplante se realizó una leucoaféresis no movilizada al mismo 
donante haploidéntico y se seleccionó la población CD56+CD3- según la 
metodología CliniMACS®. Tras incubación con IL-15 y tras varios lavados se 
infunde al paciente en un tiempo estimado en función del volumen obtenido y el 
peso del paciente. 
 
Durante el tratamiento se administró profilaxis antiemética (ondansetrón 4 
mg/m2/8 horas), anticomicial (clonazepam 0,01 mg/kg/8 horas), antimicrobiana 
(trimetroprim/sulfametoxazol 2,5 mg/kg/12 horas, fluconazol 5 mg/kg/día, 
aciclovir 500 mg/m2/8 horas) y de enfermedad veno-oclusiva (ácido 
ursodeoxicólico 5 mg/kg/12 horas). 
 
El esquema terapéutico se representa en la figura 9: 
 
 
Figura 9: Protocolo de tratamiento del ensayo NK-IL15 
 
Posteriormente se realizó seguimiento clínico-analítico a los pacientes y estudio 
de respuesta tumoral a la terapia recibida mediante técnicas de imagen y/o 
moleculares. 
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5.2.-Infusión de células Natural Killer en combinación con quimioterapia 
en pacientes pediátricos con leucemia/linfoma T refractaria. Estudio 
LLAT. Código EudraCT: 2012-000054-63. (NCT01944982). 
 
Ensayo fase I-II para pacientes pediátricos con leucemia/linfoma T refractario. 
Se propone un tratamiento de rescate con quimioterapia y terapia celular con 
células NKAE. El régimen de quimioterapia consistió en la asociación de 
etopósido (100 mg/m2, cinco días), nelarabina (650 mg/m2, cinco días), 
ciclofosfamida (440 mg/m2, cinco días) y triple terapia intratecal (régimen 
modificado del grupo descrito previamente por el grupo de Commander73). El 
régimen de inmunoterapia consiste en la utilización de NKAE de un donante 
haploidéntico. 
 
Los criterios de inclusión fueron: 
 
- Pacientes entre 0 y 21 años diagnosticados de leucemia aguda 
linfoblástica de estirpe T o linfoma linfoblástico T en cualquier 
recaída o en situación de refractariedad terapéutica. Los criterios 
citomorfológicos de leucemia aguda linfoblástica T son los 
descritos por el grupo de tratamiento PETHEMA que incluye (CD3 
citoplasmático (cCD3), CD3 de superficie (sCD3), CD7, CD2, 
CD5, CD1a y CD4/CD8). Los criterios inmunohistoquímicos del 
linfoma linfoblástico T son los descritos por la clasificación de la 
OMS (Tdt+, CD4+/-,CD8+/-,CD7+, CD1-). 
- Índice de Lansky > 60%. 
- Fracción de eyección del ventrículo izquierdo >39%. 
- Otorgar consentimiento informado. 
 
Los criterios de exclusión fueron: 
 
- Pacientes con antecedentes de mal cumplimiento terapéutico. 
- Pacientes que tras una evaluación psico-social se censuran como 
no aptos para el procedimiento.  
- Alteración funcional de órganos (hepática, renal, respiratorio) 
grave (4), según los criterios del National Cancer Institute 
(NCICTCAE v3). 
- Serología VIH positiva. 
 
Se programaron dos ciclos de tratamiento, con una duración aproximada de 
cuatro semanas cada uno. En el primer ciclo, los pacientes recibieron en el día 
0 una infusión de una dosis máxima de 5 x 107 células NKAE/kg y en el día 0 
del segundo ciclo una nueva infusión de un máximo de 1 x 108 células 
NKAE/Kg. Desde el día 0 se administraron 6 dosis de IL-2 subcutánea en días 
alternos (1×106 UI/m2) para activar y expandir las NKAE circulantes. Durante el 
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tratamiento se administró profilaxis antiemética (ondansetrón 4 mg/m2/8 horas) 
y antimicrobiana (trimetroprim/sulfametoxazol 2,5 mg/kg/12 horas dos veces a 
la semana, anfotericina B liposomal 3 mg/kg/día y antibioterapia según 
protocolo).  
 
La infusión de NKAE se realizó en el día +21 del cultivo celular.  
 
El esquema terapéutico se muestra en la figura 10: 
 
 
Figura 10: Protocolo de tratamiento del ensayo LLAT 
 
En el seguimiento cada paciente se monitorizó para la detección de posibles 
efectos adversos, se realizó recuento de LT, NK y NKT, además de evaluación 
de la actividad citotóxica ex vivo de las células NK del paciente medida con 
fluorescencia a tiempo real Eu-TDA y tasa de respuesta objetiva según los 
criterios citomorfológicos y enfermedad mínima residual (EMR) (citometría y/o 
PCR tiempo real) al final del tratamiento. 
 
5.3.-LANK-2: Inmunoterapia con células NKAE junto con quimioterapia de 
rescate en el niño con leucemia aguda en recaída o refractariedad. 
Estudio Lydia. Código EudraCT 2012-005146-38. (NCT02074657). 
 
Ensayo clínico fase I/II cuyo objetivo principal fue determinar la seguridad y 
eficacia de la infusión de células NKAE de un donante haploidéntico junto con 
quimioterapia de rescate en pacientes pediátricos, adolescentes y adultos 
jóvenes con leucemia aguda de cualquier tipo, refractaria al tratamiento o en 
recaída.  
 
El seguimiento de los pacientes se realizó hasta que presentaron un evento 
definitivo (recaída, progresión o fallecimiento), o bien salieron del estudio para 
recibir otro tratamiento (remisión, tratamiento de consolidación con TPH).  
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Los criterios de inclusión fueron: 
 
- Pacientes de edad comprendida entre 0 y 23 años diagnosticados 
de leucemia aguda linfoblástica o mieloblástica en situación 
clínica de segunda recaída, de recaída postrasplante o en 
situación de refractariedad. 
- Índice de Lansky > 60%. 
- Alteración funcional de órganos (hepática, renal, respiratorio) leve 
(<2), según los criterios del National Cancer Institute (NCI CTCAE 
v4). 
- Fracción de eyección del ventrículo izquierdo >39%. 
- Otorgar consentimiento informado. 
- Presencia de un donante haploidéntico compatible 
(padre/madre/hermano).         
 
Los criterios de exclusión fueron: 
- Pacientes con antecedentes de mal cumplimiento terapéutico. 
- Pacientes que tras una evaluación psico-social se censuran como 
no aptos para el procedimiento. 
- Alteración funcional de órganos (hepática, renal, respiratorio) 
grave (4), según los criterios del National Cancer Institute (NCI 
CTCAE 4.3). 
- Serología VIH positiva. 
 
Se programaron dos ciclos de quimioterapia de rescate, separados al menos 
tres semanas y no más de ocho, idealmente cuatro semanas. La quimioterapia 
de rescate fue indicado por el equipo médico en función de la historia previa de 
fármacos recibidos, así como de las toxicidades y el estado clínico del paciente. 
En todos los casos fue inmunoablativa. Se utilizaron tres regímenes: 
clofarabina, etopósido y ciclofosfamida (CLOVE); FLAG-Ida (fludarabina, 
idarrubicina, citarabina y G-CSF) y Flu/Cy (fludarabina y ciclofosfamida). 
 
La infusión de células NKAE se realizó al menos 24 horas después de 
finalizada la quimioterapia. Se programaron dos infusiones por ciclo separadas 
una semana (días +14 y +21 del cultivo), de manera que durante las tres 
semanas de cultivo, a partir de la semana 1 se recogieron las células para la 
infusión, y se mantuvo el remanente en cultivo para la segunda infusión. En el 
primer ciclo se infundieron dos dosis de hasta 2,5x107 células NKAE/kg, en los 
días 0 y 7 (días +14 y +21 del cultivo celular), y en el segundo ciclo dos dosis 
de hasta 5x107 células NKAE/kg, en los mismos días. En ningún caso se 
infundió más de 1x105 LT/kg. Posteriormente, se administró IL-2 (1x106 UI/m2 
subcutánea, en días alternos, durante 2 semanas) para favorecer la expansión 
in vivo de las células NK. Durante el tratamiento se administró profilaxis 
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antiemética (ondansetrón 4 mg/m2/8 horas) y antimicrobiana 
(trimetoprim/sulfametoxazol 2,5 mg/kg/dosis cada 12 horas dos días a la 
semana, anfotericina B liposomal 3 mg/kg/24 horas y antibioterapia según 
protocolo). 
 
El protocolo terapéutico se muestra en la figura 11: 
 
 
Figura 11: Protocolo de tratamiento del ensayo Lydia 
 
En el seguimiento posterior de los pacientes se monitorizan los posibles efectos 
adversos, se realiza recuento de linfocitos T, NK y NKT, además de evaluación 
de la actividad citotóxica, tasa de respuesta objetiva según los criterios 
citomorfológicos y EMR (citometría y/o PCR tiempo real) al final del tratamiento. 
 
6.- EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD. 
 
Para evaluar la toxicidad del tratamiento en el ensayo con NK-IL15, se realizó 
una recogida de efectos adversos en los pacientes en el día +30 del TPH 
(previo a la infusión) y tras la infusión del producto NK-IL15 en los días +60 y 
+90.  
 
En los estudios LLAT y Lydia, se realizó una recogida de efectos adversos en 
los pacientes tras cada ciclo y tras cada infusión. 
 
La toxicidad se clasificó según la versión 4.0 del sistema de Criterios de 
Toxicidad Comunes o Criterios Terminológicos Comunes para Eventos 
Adversos (CTCAE) del National Cancer Institute. 
 
7.- EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA. 
 
En el ensayo de NK-IL15, la respuesta al tratamiento se evaluó mediante 
Tomografía Axial Computarizada (TAC) en el día +30 (previo a la infusión) y en 
el día +90 tras el TPH de acuerdo a los Criterios de Evaluación de Respuesta 
de los Tumores Sólidos (RECIST).  
 
En LLAT y Lydia, para evaluar la respuesta al tratamiento se realizó estudio de 
médula ósea mediante citología y citometría de flujo. Dicha evaluación se 
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realizó previa al tratamiento y tras cada ciclo una vez conseguida la 
recuperación hematológica o bien 6 semanas tras el ciclo si no se observaba 
recuperación.  
 
Se definió remisión completa como presencia de <5% de blastos en médula 
ósea mediante citología. Se definió EMR positiva como > 0,1% blastos por 
citometría de flujo.  
 
Los linfomas se evaluaron mediante PET-TAC tras dos ciclos de tratamiento. 
Se definió remisión completa como desaparición de la clínica y los hallazgos 
radiológicos; remisión parcial como disminución del diámetro de la lesión > 
25% y ausencia de respuesta como disminución del diámetro de la lesión< 
25%. 
 
8.- ESTUDIO DEL QUIMERISMO. 
 
Los porcentajes del quimerismo del donante en las diferentes subpoblaciones 
celulares se midieron usando PCR semicuantitativa basada en el análisis de 
regiones microsatélites polimórficas (STR), con un límite cuantificable del 1-3%. 
Para ello se emplearon 8 regiones STR: D21S11, TPOX, D18S51, Penta E, 
VWA, D22S689, D7S820, Penta D. 
 
Se obtuvieron muestras de sangre periférica heparinizada de donantes y 
receptores previo al TPH y de receptores tras el TPH. El ADN se aisló con el kit 
QIAmp (QIAGEN). Los productos amplificados se analizaron en el Analizador 
Genético ABI Prisma 3130 (Applied Biosystems) con el programa informático 
GeneScan (versión para Windows). La proporción final de quimerismo del 
donante se obtuvo con la media de los resultados de los alelos individuales de 
las STR74,75.  
 
9.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
 
El análisis de los datos se llevó a cabo en el Departamento de Estadística del 
Hospital Universitario La Paz. Las variables cuantitativas se expresan como la 
media aritmética y su desviación estándar (DS) cuando la distribución es 
normal. En los casos donde la distribución de la variable es asimétrica, se 
expresan como mediana ± rango intercuartílico (IQR) para evitar una mayor 
influencia de los valores extremos.  
 
Para la comparación de los datos de producción y citotoxicidad se utilizaron 
test no paramétricos de Wilcoxon para variables dependientes. Para variables 
que no siguiesen una distribución normal, se aplicaron pruebas no 
paramétricas como la U de Mann Whitney. Para la comparación de los datos de 
toxicidad se utilizó el test exacto de Fisher y para la comparación de la 
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respuesta medular el test de Friedman. Se definió significación estadística 
como p≤0,05. 
 
La supervivencia se calculó desde la fecha de inclusión en el ensayo hasta la 
fecha de fallecimiento. Las curvas de supervivencia se realizaron por el método 
de Kaplan–Meier. Se comparó la supervivencia entre los ensayos con NKAE 
mediante log rank test. 
 
El análisis estadístico se realizó con el programa SPSS (versión 11.0, Cary, 
NC).  
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RESULTADOS 
 
1.- PRODUCCIÓN DE CÉLULAS NATURAL KILLER ACTIVADAS EX VIVO 
CON IL-15 (NK-IL15). 
 
Se recogen en este apartado los datos correspondientes a la producción de 
NK-IL15 en el ensayo clínico “Trasplante haploidéntico e infusión de células NK 
estimuladas con IL-15 en pacientes con tumores sólidos refractarios".  
 
En dicho ensayo, se realizaron un total de 8 infusiones de NK-IL15 en 6 
pacientes. Los dos primeros pacientes recibieron dos infusiones cada uno y los 
cuatro restantes, una infusión cada uno.  
 
En la tabla 5 se muestran los datos obtenidos en los 8 procedimientos. Se 
recoge la cantidad de células totales, LT y células NK posteriormente a la 
aféresis, tras el purgado de LT y tras la selección de células CD56+CD3-, y por 
último, tras la estimulación con IL-15. Asimismo se muestran los datos de 
viabilidad celular en cada paso del procedimiento. Las células se expresan en 
número de células x 106/µL. 
 
- En los productos de aféresis, la media de células totales fue 22291,75 ± 
17311,64 x 106 (rango 7700-57800 x 106) con un 8,25% ± 4,48% de 
células NK y un 56,2% ± 4,42% de LT. La viabilidad fue de un 98,1% ± 
1,9%. 
 
- Tras el purgado de LT, la media de células totales fue de 6582,5 ± 
3664,91 x 106 (rango 2700-14000 x 106) con un 27,57% ± 13,1% de 
células NK y un 0,2% ± 0,27% de LT. La viabilidad fue de 99,75% ±  
0,25%. 
 
- Tras la selección de células CD56+CD3- la media de células totales fue 
de 1148,75 ± 1159,35 x 106 (rango 270-3700 x 106) con un 93,64% ± 
8,33% de células NK y un 0,025% ± 0,07% de LT. La viabilidad fue de 
99,36% ± 0,78%. 
 
- Tras la estimulación con IL-15, la media de células totales fue de 529,75 
± 563,79 x 106 (rango 460-1600 x 106) con un 95,4% ± 3,5% de células 
NK sin detectarse LT (0 ± 0). La viabilidad de los productos finales fue 
de 92,65% ± 14,65%. 
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Tabla 5: Número de células totales, LT y células NK en cada procedimiento 
N=8  Aféresis 
Purgado 
CD3+ 
Selección 
CD56+ 
Estimulación 
IL-15 
1 
C. totales 13500 5290 730 495 
NK 
9% 
(1200) 
31,37% 
(1640) 
98,63% 
(710) 
100% 
(495) 
LT 
49,6% 
(6600) 
0,73% 
(380) 
0 0 
Viabilidad 99,4% 99,9% 99,5% 100% 
2 
C. totales 21700 7210 550 210 
NK 
9,5% 
(1900) 
46,5% 
(3310) 
98,77% 
(530) 
97,7% 
(203) 
LT 
56,7% 
(20100) 
0,02% 
(14) 
0 0 
Viabilidad 93,8% 99,8% 99,8% 99,8% 
3 
C. totales 13600 3900 490 130 
NK 
2,6% 
(200) 
18,7% 
(700) 
76,1% 
(370) 
93% 
(120) 
LT 
61,4% 
(8200) 
0,03% 
(10) 
0 0 
Viabilidad 98% 99,6% 99,8% 98,5% 
4 
C. totales 7700 2700 270 46 
NK 
4,4% 
300) 
12,2% 
(300) 
86,1% 
(230) 
90% 
(41) 
LT 
53,2%  
(4000) 
0 0 0 
Viabilidad 98,4% 100% 100% 57,3% 
5 
C. totales 57800 9500 200 1600 
NK 
7,2%  
(4000) 
33,5% 
(3100) 
98,3% 
(196) 
97% 
(1550) 
LT 
61,2%  
(35200) 
0 0 0 
Viabilidad 98,4% 99,4% 99,6% 99,6% 
6 
C. totales 39000 14000 3700 1200 
NK 
17,7% 
(6600) 
43,6% 
(6000) 
99,2% 
(3660) 
97,8% 
(1160) 
LT 
58,8% 
(22600) 
0,2% 
(20) 
0 0 
Viabilidad 99,7% 99,4% 98,9% 95,9% 
7 
C. totales 11800 4370 530 220 
NK 
7,1% 
(800) 
14,9% 
(600) 
94,2% 
(490) 
96,2% 
(210) 
LT 
57,4%  
(6700) 
0,5% 
(20) 
0,2% 
(1) 
0 
Viabilidad 97,5% 99,9% 99,7% 99,7% 
8 
C. totales 13200 5600 920 330 
NK 
8,5% 
(1000) 
19,8% 
(1000) 
97,8% 
(890) 
91,5% 
(300) 
LT 
51,3%  
(6700) 
0,1% 
(50) 
0 0 
Viabilidad 99,6% 100% 97,6% 90,4% 
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Estos datos se representan gráficamente en las figuras 12, 13 y 14. 
 
 
 
Figura 12: Células totales en cada paso del proceso de producción 
 
 
Figura 13: Células NK en cada paso del proceso de producción 
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Figura 14: LT en cada paso del proceso de producción 
 
Con estos datos, se puede representar de forma gráfica (figura 15) la evolución 
de la cinética de las poblaciones linfocitarias NK y LT respecto al número de 
células totales/µL en cada paso del procedimiento. Se observa como la 
población de células NK experimenta un notable aumento con la selección de 
CD56+ mientras que los LT tras el purgado CD3+, son prácticamente 
indetectables.  
 
 
 
Figura 15: Cinética de las poblaciones linfocitarias 
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1.1.- Efectividad del proceso. 
 
En la tabla 6 se recoge la efectividad en cada uno de los 8 procedimientos del 
ensayo, las medias y desviación estándar de las mismas. La efectividad media 
del proceso fue de 25,51% ± 11,6%. 
 
Tabla 6: Efectividad 
Producto celular Efectividad (%) 
1 40,74 
2 9,95 
3 34,19 
4 12,16 
5 37,29 
6 17,00 
7 25,26 
8 27,48 
MEDIA 25,51 
DS 11,60 
 
En la tabla 7 se recogen la cantidad media de células NK y de LT en cada paso 
del procedimiento, con su desviación estándar.  
 
Tabla 7: Media ± DS de células NK y de LT en cada paso 
Media±DS Aféresis Purgado CD3 
Selección 
CD56 
Estimulación 
IL-15 
NK (x106) 2124,35±2292,69 2142,91±1966,87 1113±1164,49 513,51±550,3 
LT (x106) 12914,41±10806,9 12,1±15,21 0,13±0,37 0 
 
- Células totales perdidas y recuperadas en cada paso del proceso: 
En el proceso de purgado de LT, se pierden una media de 11,56% de 
células totales y se recuperan el 88,44%. 
 
En la selección de células NK se pierden una media de 39,48% y se 
recuperan 60,51%. 
 
Tras el proceso de estimulación con IL-15, la media de células perdidas es 
57,48%, recuperándose el 42,51% de las células.  
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1.2.- Análisis microbiológico. 
 
En todos los procedimientos se comprobaron condiciones de esterilidad, tinción 
de Gram y ausencia de Mycoplasma previo a la infusión, siendo el resultado 
negativo en todos ellos. 
 
1.3.- Análisis molecular de seguridad. 
 
Se verificó en el producto final la ausencia de potencial oncogénico 
demostrando la ausencia de expresión de c-Myc y de TERT.  
 
Tampoco se detectaron aberraciones cromosómicas en el ADN por microarrays 
CGH. 
 
1.4.- Características fenotípicas del producto NK-IL15 por citometría de 
flujo. 
 
En la figura 16 se muestran datos representativos de las características 
fenotípicas analizadas por citometría de flujo en los distintos pasos del 
procedimiento.  
 
 
Figura 16: Características morfológicas del producto NK-IL15 por citometría de flujo 
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2.- PRODUCCIÓN DE CÉLULAS NATURAL KILLER ACTIVADAS Y 
EXPANDIDAS (NKAE) CON LA LÍNEA CELULAR K562-MBIL15-41BBL. 
 
Se recogen en este apartado los datos correspondientes a la producción de 
células NKAE.  
 
Se realizaron un total de 32 expansiones, 10 en el ensayo LLAT en 7 pacientes 
y 22 en el proyecto Lydia en 13 pacientes.  
 
En las figuras 17, 18, 19 y 20 se representan los resultados de producción de 
células totales, células NK, LT y células NKT en los días 0, +7, +14 y + 21 del 
cultivo celular de las 32 expansiones. Se debe señalar que en el día +21 sólo 
se recogen los resultados de las expansiones realizadas en LLAT, ya que en 
Lydia, al haber manipulación entre los días +14 y +21 de cultivo por la infusión, 
este resultado no es valorable. 
 
2.1.- Células totales. 
 
La media de células totales en el día 0 fue de 131,22±63,71 x 106 aumentando 
hasta 639,78±435,81 x 106 en el día + 14 y hasta 1127,3±960,18 x 106 en el día 
+21. 
 
 
Figura 17: Evolución del número de células totales en cultivo 
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2.2.- Células NK. 
 
La media de células NK en el día 0 fue de 12,74±8,78 x 106  (9,14%±3,56%) 
aumentando hasta  515,23±  345,03 x 106  (79,93% ± 17,43%) en el día +14 y 
hasta 837,52±560,27 x 106   (82,19%±11,83%) en el día +21. 
 
 
Figura 18: Evolución de las células NK en cultivo 
 
2.3.- Linfocitos T. 
 
La media de linfocitos T en el día 0 fue de 72,48±35,19 x 106 (55,85%±17,57%) 
descendiendo hasta 52,66 ± 42,88 x 106 (9,71%±8,28%) en el día +14 y a 
73,15±60,4 x 106 (6,01%±3,38%) en el día +21. 
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Figura 19: Evolución de los LT en cultivo 
 
2.4.- Células NKT. 
 
La media de células NKT en el día 0 fue de 4,22±3,95 x 106 (3,47%±3,13%) 
aumentando hasta 51,67±103,41 x 106 (7,46%±12,76%) en el día +14 y 
128,77±235,15 x 106 (7,57%±7,68%) en el día +21.  
 
 
Figura 20: Evolución de las células NKT en cultivo 
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En la figura 21 se representa de forma gráfica la evolución de la cinética de las 
poblaciones linfocitarias NK, LT y NKT en los diferentes días de cultivo. Se 
observa como la población de células NK experimenta una notable expansión 
hasta el día +14 de cultivo, con estabilización posterior. Respecto a los LT y 
células NKT se observa una curva más plana con tendencia descendente en 
caso de los LT y ascendente en el caso de las NKT. En el día +21 se 
representan sólo los datos del ensayo LLAT, ya que en Lydia estos datos no 
son valorables al existir manipulación.  
 
 
Figura 21: Cinética de las poblaciones linfocitarias NK, LT y NKT en los diferentes días 
de cultivo 
 
2.5.- Distribución de las poblaciones celulares. 
 
Respecto al promedio de células totales presentes en los cultivos en los días 0, 
+7, +14 y +21, las poblaciones linfocitarias quedan distribuidas como se 
representa en la tabla 8 y figura 22. 
 
Tabla 8: Distribución de las poblaciones celulares en los días de cultivo 
 Día 0 Día 7 Día 14 Día 21 
Células totales/µL 131,22x106 389,78x106 639,78x106 631,83x106 
NK (%) 9,14 60,42 79,93 77,28 
LT (%) 55,85 21,27 9,71 9,48 
NKT (%) 3,47 4,73 7,46 10,39 
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Figura 22: Distribución de las poblaciones celulares en los distintos días de cultivo 
 
2.6.- Viabilidad de los productos. 
 
En la tabla 9 se recogen los datos de las medias de viabilidad de los productos 
en los distintos días de cultivo. 
 
Tabla 9: Viabilidad en los distintos días de cultivo 
Días % 
0 94,58 ± 9,57 
7 65,68 ± 18,26 
14 74 ± 19,65 
21 79,45 ± 30 
 
2.7.- Expansión de las poblaciones celulares. 
 
Las medias de los ratios de expansión en los días +7 y +14 de cultivo en todos 
los procedimientos realizados se recogen en la tabla 10 y se representan 
gráficamente en la figura 23. Se puede observar la expansión de las tres 
poblaciones linfocitarias. Todas ellas experimentan expansión con el cultivo si 
bien en el caso de los LT la expansión fue mínima.  
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Tabla 10: Expansión de las poblaciones celulares 
Ratios de expansión 
(Media ± DS) 
Semana 0-1 
Día 7 
Semana 0-2 
Día 14 
NK 24,71 ± 18,54 63,52 ± 67,81 
LT 1,52 ± 1,44 1,33 ± 2,61 
NKT 16 ± 32,28 29 ± 51,4 
 
 
Figura 23: Expansión de las poblaciones celulares en los distintos días de cultivo 
 
Los ratios de expansión de las poblaciones celulares en el día +21 de cultivo 
sólo son valorables en los procedimientos realizados en LLAT porque en Lydia, 
al haber manipulación entre los días + 14 y +21 de cultivo por la infusión, este 
resultado no es válido. Se exponen, por tanto, por separado (Tabla 11). 
 
Tabla 11: Expansión de las poblaciones celulares en LLAT 
Ratios de expansión 
LLAT (media ± ET) 
Semana 0-1 
Día 7 
Semana 0-2 
Día 14 
Semana 0-3 
Día 21 
NK 27,55 ± 7 106,3 ± 32 147,31 ± 54 
LT 1,73 ± 0,6 2,22 ± 1 2,88 ± 1 
NKT 12,62 ± 6 35,4 ± 15 50,22 ± 20 
 
 
2.8.- Fallos de expansión. 
 
En el ensayo LLAT de las 12 expansiones realizadas se produjeron 2 fallos de 
expansión y en el ensayo Lydia de las 22 expansiones realizadas se detectaron 
4 fallos. 
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2.9.- Análisis microbiológico. 
 
Los análisis microbiológicos fueron negativos en todos los casos excepto en 
uno de los productos que tuvo que ser descartado por presentar contaminación 
bacteriana.  
 
2.10.- Análisis molecular de seguridad. 
 
En ninguno de los productos se detectó expresión de c-Myc ni de TERT. 
Tampoco se detectaron aberraciones cromosómicas por microarrays. Además, 
tras la primera semana de cultivo no se detectó expresión de BCR-ABL 
indicando que en el producto infundido no se incluyen células K562-mb15-
41BBL.  
 
En la figura 24 se representa el perfil genético de los productos NKAE. La 
expresión de BCR-ABL y de TERT disminuye con los días de cultivo mientras 
que la expresión de c-Myc varía siendo en el producto final igual al basal.  
 
 
Figura 24: Perfil genético de los productos NKAE 
 
2.11.- Características fenotípicas del producto NKAE por citometría de 
flujo. 
 
En la figura 25 se muestran datos representativos de las características 
fenotípicas analizadas por citometría de flujo en los distintos días de cultivo. 
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Figura 25: Características morfológicas del producto NKAE por citometría de flujo 
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3.- ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE RECEPTORES. 
 
En este apartado se recogen los cambios fenotípicos que se presentan en los 
productos NK-IL15 y NKAE respecto a las células NK basales. En ambos 
productos se analizaron los receptores activadores (NKGD2, NKp44, NKp46, 
NKp30, DNAM-1) y los marcadores de activación (CD25 y CD69). En la tabla 
12 se muestran las medias del porcentaje de expresión de cada receptor 
analizado. Estos datos se representan gráficamente en la figura 26. 
 
Tabla 12: Expresión de receptores en NK basales, NKAE y NK-IL15 
Receptor NK basal NKAE NK-IL15 
NK-IL15 vs  
NKAE (p) 
CD69 21,54 ± 13,97 87,96 ± 12,79 64,40 ± 5,92 0,01* 
CD25 10,43 ± 7,56 56,17 ± 13,59 21,48 ± 6,52 0,002* 
NKG2D 83,37 ± 5,66 92,49 ± 7,11 90,30 ± 7,60 0,66 
DNAM-1 71,18 ± 17,05 85,48 ± 9,54 79,25 ± 4,90 0,28 
NKp44 30,37 ± 12,96 50,73 ± 10,56 64,85 ± 7,64 0,06 
NKp46 47,99 ± 6,21 82,28 ± 12,51 80,00 ± 8,02 0,76 
NKp30 49,61 ± 11,90 75,47 ± 14,68 84,10 ± 4,78 0,30 
 
 
 
Figura 26: Expresión de receptores en NK basales, NKAE y NK-IL15 
 
Comparando ambos productos, se ha observado una mayor expresión de 
CD69 y CD25 estadísticamente significativa en NKAE respecto a NK-IL15 
(p=0,01* y p=0,002* respectivamente). En los demás receptores estudiados no 
se alcanza la significación estadística, pero se observa que la expresión es 
mayor en NKAE que en NK-IL15 excepto en NKp44.  
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En el producto NKAE, se observa una expresión aumentada de los receptores 
y marcadores de activación, al igual que del receptor de citoquinas. Los 
receptores inhibidores disminuyen su expresión excepto KIR2DS4 y NKG2A. 
 
El porcentaje de expresión fue significativamente mayor en NKAE respecto a 
NK basal en: CD69 (p=0,0001*), CD25 (p=0,00021*), NKG2D (p=0,05*), NKp44 
(p=0,03*), NKp46 (p=0,0006*) y NKp30 (p=0,016*). No alcanzó la significación 
estadística en DNAM-1 (p=0,14). 
 
En NK-IL15 se observa, del mismo modo que con NKAE, una expresión 
aumentada de los receptores activadores en el producto final, al igual que de 
los marcadores de activación. El receptor inhibidor estudiado en este caso 
aumenta su expresión en el producto final (NKG2A). 
 
El porcentaje de expresión fue significativamente mayor en NK-IL15 respecto a 
NK basal en: CD69 (p=0,0008*), CD25 (p=0,05*), NKp44 (p=0,002*), NKp46 
(p=0,00026*) y NKp30 (p=0,001*). En NKG2D y DNAM-1 no alcanzó la 
significación estadística (p=0,16 y 0,39 respectivamente). 
 
Por tanto, la expresión de los receptores activadores CD69, CD25, NKp44, 
NKp46, NKp30, NKG2D y DNAM-1 es mayor tanto en NKIL15 como en NKAE 
comparado con NK basales. Las NKAE expresan mayor cantidad de estos 
receptores activadores que las NKIL-15.  
 
Datos representativos por citometría de flujo de la expresión de los distintos 
receptores en ambos productos se recogen en la figura 27:
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Figura 27: Datos representativos de la expresión de receptores en NK basales, NK-IL15 y NKAE 
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4.- CITOTOXICIDAD DE LOS PRODUCTOS NKIL-15 Y NKAE. 
 
En la figura 28 se representan las medias de la citotoxicidad. 
 
Los productos NKIL-15 y NKAE presentan mayor capacidad citotóxica que las 
células NK basales en todos los ratios, con una diferencia estadísticamente 
significativa para el ratio 8:1 (p=0,025* y p=0,00026*, respectivamente). 
Comparando ambos productos, se observa que los productos NKAE tienen una 
actividad citotóxica mayor que NK-IL15, con diferencias estadísticamente 
significativas en el ratio 8:1 para los cuatro productos comparados (p=0,001*, 
p=0,04*, p=0,00096*, p=0,0024*, respectivamente). 
 
 
Figura 28: Actividad citotóxica de los productos finales para los ratios 8:1, 4:1, 2:1 y 
1:1. NKAE y NK-IL15 presentan mayor actividad citotóxica que las NK basales 
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5.- RESULTADOS CLÍNICOS DEL ENSAYO CON NK-IL15: “Trasplante 
haploidéntico e infusión de células NK estimuladas con IL-15 en pacientes 
con tumores sólidos refractarios". 
 
5.1.- Características epidemiológicas de los pacientes. 
 
Se reclutaron 6 pacientes entre febrero de 2011 y julio de 2013.  
 
Las características epidemiológicas y clínicas se muestran en la tabla 13. 
 
Todos los pacientes cumplían los criterios de inclusión descritos en el protocolo 
del ensayo y firmaron el consentimiento informado.  
 
Se realizaron un total de 8 infusiones: 4 pacientes (66,6%) recibieron 1 infusión 
y 2 pacientes (33,3%) recibieron 2 infusiones debido a la buena respuesta 
clínica tras la primera infusión.  
 
Se incluyeron tres pacientes con sarcoma de Ewing refractario al tratamiento, 
un sarcoma indiferenciado refractario, un osteosarcoma metastásico y un 
carcinoma suprarrenal refractario. 
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Tabla 13: Características epidemiológicas y clínicas de los pacientes incluidos en el ensayo NK-IL15 
Paciente Sexo 
Edad 
(años) 
Diagnóstico Tratamiento previo 
Estado 
preTPH 
1 V 15 Sarcoma Ewing peroné + metástasis pulmón/óseas 
SEOP-EW01, T+I, G+D, 
T+I+RT 
 
Enfermedad 
progresiva 
2 M 11 Sarcoma indiferenciado sacro + metástasis pulmón 
EpSSG RMS-2005+RT, 
To+C, cirugía, VCR+Cy, 
T+I, Cy+VP 
Enfermedad 
progresiva 
3 V 15 Osteosarcoma femur + metástasis pulmón 
EURAMOS+cirugía, 
interferón B, If+VP 
Enfermedad 
progresiva 
4 M 15 
Sarcoma Ewing sacroilíaco + metástasis 
pulmón/hígado/óseas 
SEOP-EW01+HDCT+RT, 
T+I 
Enfermedad 
progresiva 
5 V 13 Carcinoma suprarrenal + ganglios peritoneales Cirugía+RT+mitotane 
Enfermedad 
progresiva 
6 V 16 Sarcoma Ewing tibia + metástasis pulmón SEOP-EW01+ RT, T+I 
Enfermedad 
progresiva 
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5.2.- Características de los donantes y del injerto. 
 
Las características de pacientes y donantes se resumen en la tabla 14. 
 
Tabla 14: Disparidad KIR/HLA entre donantes y receptores 
Paciente Donante KIR donante 
HLA-1 
paciente 
Disparidad KIR-
HLA 
1 Madre 
B 
(2DS1/2DS2/3DS1) 
C1C2Bw4 No 
2 Hermano A C1C2Bw4 No 
3 Padre No evaluado C1C2Bw4 No 
4 Padre B (2DS2/3DS1) C1C2Bw4 No 
5 Madre B (2DS2) C1C2Bw4 No 
6 Madre A C1C1BW6 Si (2DL1 y 3DL1) 
 
En 2 pacientes el donante fue el padre (33,3%), en 3 pacientes fue la madre 
(50%) y en 1 paciente un hermano (16,6%). Tres donantes presentaron 
haplotipo KIR-B. En 5 pacientes hubo diferencia de sexo. Sólo en el paciente 6 
se detectó disparidad HLA-I/KIR (KIR 2DL1/3DL1). 
 
La media de células CD34+ infundidas fue de 3,05 x 106/kg (rango 1,9-6,5 x 
106/kg), con una media de LT de 9,7 x 103/kg (rango 3-14 x 103), y de células 
NK de 31,44 x 106/kg (rango 13-87 x 106). Se consiguió quimera completa 
(>95%) en 5 de los 6 pacientes (83,3%). 
 
5.3.- Células NK-IL15 infundidas. 
 
Se infundieron una mediana de 11,3 x 106 células NK-IL15/kg (rango 3-29 x 
106/kg) con una pureza >90% (91,5%-97,8%). En cuanto a la cantidad de LT 
infundidos fue menor de 1 x 103/kg en todos los casos (0-0,75 x 103/kg). Cabe 
destacar que en 7 de las 8 infusiones se consiguió la ausencia absoluta de LT. 
Todos los productos presentaban una viabilidad mayor del 90% (90,4%-100%).  
 
Resultados 
 
104 
 
 
Figura 29: Número de células totales, NK y LT infundidos 
 
5.4.- Evaluación de la toxicidad. 
 
1) Toxicidad por infusión de NK-IL15  
La infusión del producto NK-IL15 fue bien tolerada en todos los casos y no se 
observaron efectos adversos de ningún tipo.  
 
Los pacientes 1 y 2 recibieron una segunda infusión de NK-IL15 que también 
fue bien tolerada.  
 
2) Toxicidad secundaria a TPH haploidéntico 
Todos los pacientes presentaron pancitopenia, precisando una media de 3 
transfusiones de hematíes (rango 1-7) y 3 transfusiones de plaquetas (rango 1-
8). La neutropenia severa tuvo una duración media de 9 días (rango 6-14 días). 
El injerto leucocitario fue rápido, con una media de 13 días (rango 11-15 días) y 
se consiguió el injerto plaquetario con una media de 11 días (rango 9-15 días). 
 
Los pacientes precisaron una media de 20 días de ingreso hospitalario (rango 
12-52 días). 
 
Previo a la infusión de NK-IL15, 3 pacientes desarrollaron EICR agudo > grado 
II. En ellos, se mantuvo la inmunosupresión y el grado de EICR no se modificó 
tras la infusión.  
 
En la tabla 15 se resumen el resto de efectos adversos observados. Todos 
ellos ocurrieron previamente a la infusión de NK-IL15 y no se agravaron con la 
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misma. El paciente 6 presentaba microangiopatía trombótica asociada al 
régimen de acondicionamiento que había recibido previo al TPH, que no se 
modificó con la infusión.  
Tabla 15: Efectos adversos registrados durante el ensayo con NK-IL15 
Paciente Complicaciones posTPH 
1 Neutropenia febril 
2 Neutropenia febril/EICR agudo grado III 
3 
Bacteriemia E. faecium/Diarrea por 
Rotavirus/EICR agudo grado III/CMV 
4 Cistitis hemorrágica 
5 EICR agudo grado III 
6 
Microangiopatía trombótica/EICR agudo 
grado II/CMV/Adenovirus/VHS-6 
 
 
5.5.- Evaluación de la respuesta y seguimiento de los pacientes. 
 
En la tabla 16 se recoge la evolución de cada paciente.  
 
Tabla 16: Respuesta al tratamiento y supervivencia 
Paciente Respuesta 
Estado 
actual 
Tiempo de supervivencia 
(días) 
1 
Muy buena 
remisión parcial 
Fallecido 
(progresión) 
313 
2 
Remisión 
parcial 
Fallecido 
(progresión) 
772 
3 
Enfermedad 
estable 
Fallecido 
(progresión) 
115 
4 
Enfermedad 
progresiva 
Fallecido 
(progresión) 
39 
5 No evaluado 
Fallecido 
(toxicidad 
TPH) 
87 
6 
Remisión 
parcial 
Fallecido 
(toxicidad 
TPH) 
103 
 
Un paciente (paciente #1) consiguió una muy buena remisión parcial tras 10 
meses y 2 pacientes remisión parcial tras 14 y 4 meses respectivamente 
(pacientes #2 y #6). Un paciente (paciente #3) consiguió estabilización de la 
enfermedad tras 4 meses (no modificación del tamaño de las lesiones) y 1 
paciente (paciente #4) progresó durante el segundo mes posTPH. No se pudo 
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evaluar la respuesta del paciente número 5 debido a que se trasladó de 
hospital por EICR severo. La mejor respuesta clínica se observó en las 
metástasis pulmonares.  
Todos los pacientes fallecieron con una mediana de 310 días (rango 39-772). 
Cuatro pacientes (66,6%) debido a progresión de su enfermedad de base y 2 
(33,3%) por complicaciones derivadas del TPH: uno por EICR y otro por 
microangiopatía trombótica asociada al TPH.  
 
En la figura 30 se muestran las imágenes de los TAC realizados a los pacientes 
#1, #2, #3 y #6, previo al TPH, en los días +30 y +90 tras la infusión de NK-IL15 
y las imágenes de la progresión de las metástasis pulmonares. Los pacientes 
#1, #2 y #6 presentaron una respuesta parcial, con reducción del tamaño de los 
nódulos pulmonares en lóbulo inferior derecho (#1 y #6) y lóbulo inferior 
izquierdo (#2), que posteriormente progresaron. El paciente #3 no presentó 
cambios en el tamaño de las metástasis durante el seguimiento.  
 
 
Figura 30: Evaluación de la respuesta en los pacientes #1, #2, #3 y #6 
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6.- RESULTADOS CLÍNICOS DE LOS ENSAYOS CON NKAE: “LLAT: 
Infusión de células NK en combinación con quimioterapia en pacientes 
pediátricos con leucemia/linfoma T refractaria” y “Lydia: Inmunoterapia 
con células NK activadas y expandidas junto con quimioterapia de 
rescate en el niño con leucemia aguda en recaída o refractariedad.” 
 
6.1.- Características epidemiológicas de los pacientes. 
 
Se reclutaron 20 pacientes, 7 participaron en el estudio LLAT y 13 en el 
proyecto Lydia. 
 
Las características epidemiológicas, clínicas y la quimioterapia de rescate 
administrada a cada paciente se muestran en la tabla 17. 
 
El 55% de los pacientes eran varones y el 45% mujeres, razón varón/mujer 
1,22; con una edad media de 12,07 años ± 5,76 (rango 1-23). 
 
El diagnóstico fue LLA-B en 5 pacientes (25%), LLA-T en 5 (25%), LMA en 6 
pacientes (30%), leucemia-linfoma T en 3 pacientes (15%) y 1 leucemia aguda 
bifenotípica (5%). En el ensayo LLAT se incluyeron 2 pacientes con linfoma T y 
en el ensayo Lydia 1 paciente.  
 
Diez pacientes (50%) se encontraban en situación de recaída y 10 pacientes 
(50%) en situación de refractariedad. No se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en cuanto a la distribución de enfermedades 
entre ambos ensayos (p 0,27). 
 
Todos los pacientes cumplían los criterios de inclusión descritos en los 
protocolos de los ensayos y se firmó el consentimiento informado. 
 
Diez pacientes (50% en total; 57,1% en LLAT y 46,2% en Lydia) habían 
recibido previamente un TPH con distintas fuentes como se especifica en la 
tabla 17. 
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Tabla 17: Características epidemiológicas de los pacientes de LLAT/Lydia 
Paciente Sexo 
Edad 
(años) 
Diagnóstico TPH previo 
Quimioterapia  
de rescate 
1 V 19 Recaída LLA-T posTPH No familiar no idéntico Ara-G/VP/Cy 
2 M 6 Recaída LLA-T posTPH Familiar idéntico Ara-G/VP/Cy 
3 M 3 LLA-T refractaria No Ara-G/VP/Cy 
4 V 15 LLA-T refractaria No Ara-G/VP/Cy 
5 M 16 Leucemia-Linfoma T refractario posTPH 2 familiar idéntico Ara-G/VP/Cy 
6 V 10 LLA-T refractario posTPH Familiar idéntico Ara-G/VP/Cy 
7 M 11 Recaída leucemia-Linfoma T No Ara-G/VP/Cy 
8 V 18 LLA-B refractaria No CLOVE 
9 V 14 Recaída LLA-B posTPH Haploidéntico CLOVE 
10 M 4 Recaída LMA secundaria posTPH No familiar idéntico/Haploidéntico IDA-Flag 
11 V 15 Leucemia bifenotípica refractaria No IDA-Flag 
12 V 23 LMA refractaria No CLOVE 
13 V 13 LMA refractaria No Flu-Cy 
14 M 9 Recaída LMA No Flu-Cy 
15 M 16 Recaída LLA-T posTPH 2 familiares idénticos Flu-Cy 
16 M 9 Recaída LMA No CLOVE 
17 V 17 LLA-B refractaria posTPH Haploidéntico Flu-Cy 
18 V 1 Recaída LLA-B posTPH 
Donante no familiar idéntico 
(cordón) 
IDA-Flag 
19 M 12 LLA-B refractaria No CLOVE 
20 V 10 Recaída LMA posTPH Haploidéntico CLOVE 
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6.2.- Células infundidas. 
 
Se realizaron un total de 51 infusiones: Tres pacientes (15%) recibieron 1 
infusión, 6 pacientes (30%) recibieron 2 infusiones y 9 pacientes (45%) 
recibieron 4 infusiones. En 2 pacientes (10%) no se pudo realizar ninguna 
infusión. En la tabla 18 se muestran el número de infusiones realizadas a cada 
paciente así como la cantidad total de NKAE y LT recibidos por peso.  
 
Tabla 18: Número de infusiones realizadas a cada paciente, cantidad total de NKAE y 
LT recibidos 
Nº paciente 
Nº 
infusiones 
Total NKAE 
infundidas 
(106/kg) 
Total LT 
infundidos 
(106/kg) 
1 1 6,4 0 
2 2 37,5 0 
3 1 26,7 0 
4 2 16,1 1,4 
5 2 25,5 1,6 
6 2 30,6 1 
7 1 3 0,8 
8 2 17,2 0,1 
9 0 -- -- 
10 4 66,3 1,1 
11 4 7,8 0,9 
12 0 -- -- 
13 4 17,2 1,7 
14 4 41,3 2,6 
15 4 31,7 2,4 
16 4 42 7,6 
17 4 31,7 1,5 
18 4 31 28,2 
19 2 12,2 1 
20 4 31,8 1 
 
El 85,4% de células infundidas correspondieron a células NK, el 7,3% a LT y el 
3,7% a células NKT. En la tabla 19 y en la figura 31 se recogen los datos 
globales de los productos infundidos. 
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Tabla 19: Características de los productos infundidos 
 Media (rango) 
Células totales (x106 ) 335,6 (65,3-921) 
NK (x106 ) 302,9 (16,8-853,8) 
% NK 85,4 (42,9-99) 
LT (x106 ) 22,6 (0-175) 
% LT 7,3 (0-37) 
NKT (x106 ) 13,8 (0-350,3) 
% NKT 3,7 (0-28,3) 
 
 
Figura 31: Representación de las medias y DS de las células infundidas en el día +21 
 
6.3.- Características de los donantes. 
 
Para la producción de NKAE se seleccionó un donante sano haploidéntico. 
Como se ha señalado previamente, en dos pacientes no se llegó a realizar 
ninguna infusión. De los 18 pacientes que la recibieron, el donante fue el padre 
en 10 de ellos (55,5%), en 7 pacientes fue la madre (38,8%) y en 1 paciente un 
hermano (5,5%). En los pacientes que no pudieron recibir infusión, el donante 
iba a ser una hermana. 
 
En los 18 donantes, se realizó análisis del haplotipo KIR. La disparidad 
KIR/HLA y la presencia de haplotipo KIR-B se recoge en las tablas 20 y 21.  
 
- 9 donantes (50%) no presentaban disparidad KIR/HLA con los 
receptores.  
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o En el 50% restante, 5 donantes (27,8%) presentaban 
diferencia en KIR2DL1, 2 (11,1%) en KIR2DL2/3 y 2 (11,1%) 
en KIR3DL1. 
Tabla 20: Disparidad KIR/HLA receptor/donante 
Disparidad KIR-HLA LLAT Lydia Total 
No 3 6 9 (50%) 
KIR2DL1 2 3 5 (27,8%) 
KIR2DL2/3 0 2 2 (11,1%) 
KIR3DL1 2 0 2 (11,1%) 
 
- Se analizó la presencia del haplotipo KIR-B en 14 muestras, estando 
presente en 11 donantes (78,6%) con distribución según “score de 
Cooley“ como se muestra en la tabla 21. 
Tabla 21: “Score de Cooley” calculado para los donantes 
KIR-B LLAT Lydia Total 
No 1 2 3 (21,4%) 
“Neutral” 2 0 2 (14,3%) 
“Better” 0 5 5 (35,7%) 
“Best” 1 3 4 (28,6%) 
 
 
6.4.- Desarrollo de los ensayos. 
En la figura 32 está representado el diagrama de flujo de los ensayos LLAT y 
Lydia.  
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Figura 32: Diagrama de flujo de los ensayos LLAT/Lydia 
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6.5.- Evaluación de la toxicidad. 
 
Los pacientes precisaron una media de 31 días de ingreso hospitalario (rango 
10-64 días), sin presentar diferencias significativas entre ambos ensayos 
(p=0,54). 
 
1) Toxicidad por infusión de NKAE 
La infusión del producto NKAE y la administración posterior de IL-2 subcutánea 
ocasionó efectos adversos en 6 pacientes (33,3%), todos ellos leves. El efecto 
adverso más frecuente fue la fiebre (15%). Ninguno de los pacientes presentó 
repercusión hemodinámica en relación con la fiebre, cediendo con antitérmico 
habitual.  
o En el ensayo LLAT, 2 pacientes presentaron fiebre. No se registró 
ningún otro tipo de toxicidad. 
o En el ensayo Lydia: 
o Cuatro pacientes presentaron toxicidad en el día +14. De ellos, 1 
paciente presentó fiebre tras la infusión, 2 presentaron febrícula y 
1 paciente presentó reacción local en relación con la 
administración de IL-2 subcutánea. 
o En el día +21, ninguna infusión presentó toxicidad.  
o No se encuentran diferencias estadísticamente significativas entre 
los días +14 y +21 (test exacto de Fisher 0,48). 
2) Toxicidad por ciclo de tratamiento 
El 73,5% de los pacientes presentó algún tipo de toxicidad.  
 
o Tras el primer ciclo de tratamiento, presentaron toxicidad 15 
pacientes de los 20 evaluados (75%). 
o Tras el segundo ciclo de tratamiento, presentaron toxicidad 10 
pacientes de los 14 evaluados (71,4%). 
En LLAT un 83,3% de los pacientes presentaron algún tipo de toxicidad. 
 
o Tras el primer ciclo de tratamiento, presentaron toxicidad 6 
pacientes (85,7%). 
o Tras el segundo ciclo de tratamiento, presentaron toxicidad 4 
pacientes (80%). 
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o No se encuentran diferencias estadísticamente significativas 
entre los dos grupos de pacientes (test exacto de Fisher: 
p=1,00). 
 
En Lydia un 68,2% de los pacientes presentaron algún tipo de toxicidad. 
 
o Tras el primer ciclo de tratamiento, presentaron toxicidad 9 
pacientes (69,2%). 
o Tras el segundo ciclo de tratamiento, presentaron toxicidad 6 
pacientes (66,7%). 
o No se encuentran diferencias estadísticamente significativas 
entre los dos grupos de pacientes (test exacto de Fisher: 
p=1,00). 
Todos los efectos adversos fueron de grado I-II excepto los recogidos en la 
tabla 22. 
 
Tabla 22: Efectos adversos > grado II en LLAT y Lydia 
 LLAT LYDIA 
Infecciones 
Infección fúngica 1 4 
Sepsis  2 
Encefalitis CMV  1 
Alteraciones metabólicas 
Síndrome de lisis 
tumoral  1 
Trastornos cardíacos 
Taponamiento cardíaco  1 
Trastornos gastrointestinales 
Enterocolitis 
neutropénica 
1 1 
Trastornos sistémicos 
Fallo multiorgánico  1 
 
En el análisis estadístico no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas de aparición de toxicidad entre primer y segundo ciclos (test 
exacto de Fisher: p=1,00). 
 
Tampoco se encontraron diferencias significativas para la probabilidad de 
toxicidad respecto al número de ciclos que reciben los pacientes (p=0,87). 
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Sin embargo, sí se encontró significación estadística para la probabilidad de 
toxicidad respecto al tipo de quimioterapia administrada (p=0,01*). Los 
pacientes que recibieron quimioterapia considerada de alta intensidad (todos 
los regímenes administrados excepto Flu/Cy) tienen mayor probabilidad de 
padecer algún tipo de toxicidad.   
 
La toxicidad observada se puede clasificar en 5 grandes grupos que se 
exponen a continuación: neutropenia febril/bacteriemia, infecciones víricas, 
infecciones fúngicas, neutropenia severa y sintomatología neurológica. 
 
1) Neutropenia febril/bacteriemia 
Se recogieron un total de 22 episodios de neutropenia febril en 18 pacientes. 
o En LLAT se registraron 10 episodios en 7 pacientes. 
o En Lydia se registraron 12 episodios en 11 pacientes. 
o No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 
ambos ensayos (test exacto de Fisher: p=0,44). 
o La neutropenia febril se presentó en el 100% de los pacientes que 
recibieron CLOVE o IDA-Flag, 67% de los que recibieron un régimen 
con nelarabina y 0% de los que recibieron Flu/Cy. 
 
Todos los episodios se trataron con antibioterapia de amplio espectro previa 
recogida de hemocultivos.  
Se detectó crecimiento bacteriano en 8 hemocultivos (36,3%). La bacteria más 
frecuentemente aislada fue Staphylococcus epidermidis en 4 casos (50%). 
Otras bacterias detectadas fueron 1 Escherichia coli, 1 Klebsiella pneumoniae 
multirresistente, 1 Pandoraea pnomenusa y 1 Capnocytophaga sputigena. 
Además, en un paciente se detectó toxina de Clostridium difficile en heces y en 
otro paciente Cryptosporidium. 
Presentaron infección bacteriana grave 4 pacientes (22,2%), 2 de ellos en 
forma de enterocolitis neutropénica y 2 como shock séptico, de los cuales 
fallecieron 2 pacientes (1 enterocolitis y 1 shock séptico por Klebsiella 
pneumoniae multirresistente).   
2) Infecciones víricas 
Se documentaron un total de 7 infecciones víricas en 6 pacientes (38,8%), de 
las cuales 2 aparecieron en el LLAT y 5 en Lydia. Se detectó 1 caso de 
reactivación de virus Epstein-Barr (VEB), 1 reactivación de CMV, 2 casos de 
infección por virus herpes simple tipo 1 (VHS-1), 1 caso de poliomavirus (virus 
BK), 1 viremia por herpes virus tipo 6 (VHH-6) y 1 infección por Influenza B. 
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La infección más grave fue la reactivación de CMV, que ocasionó encefalitis y 
precisó tratamiento con ganciclovir y foscarnet, en un paciente con aspergilosis 
y sepsis por Klebsiella pneumoniae multirresistente, contribuyendo al fallo 
multiorgánico y el fallecimiento del paciente. 
 
El resto de cuadros clínicos fueron leves y se resolvieron con tratamiento 
antiviral. El virus BK fue asintomático y no precisó tratamiento específico. La 
gripe B se trató con oseltamivir durante cinco días y el VHH-6 precisó 
tratamiento con aciclovir por acompañarse de elevación de transaminasas, 
ambos casos con buena evolución. 
 
3) Infecciones fúngicas 
Se registraron un total de 5 infecciones fúngicas en 5 pacientes (27,7%), de las 
cuales 1 apareció en LLAT y 4 en Lydia. 
Cuatro de ellas fueron aspergilosis, aunque sólo en un caso se pudo identificar 
el tipo de Aspergillus en el lavado broncoalveolar (A. flavus). El resto fueron 
infecciones fúngicas invasivas probables sin confirmación microbiológica, con 
clínica y radiología compatibles. En 3 de los casos fueron la causa del 
fallecimiento de los pacientes. 
El otro caso de infección fúngica fue una sospecha de candidiasis 
hepatoesplénica, que se resolvió con tratamiento antifúngico. 
4) Neutropenia severa 
Todos los pacientes incluidos en ambos ensayos presentaron neutropenia 
severa tras los ciclos de quimioterapia, a excepción de tres pacientes, uno en el  
LLAT y dos en Lydia.  
Por tanto, se recogieron un total de 31 episodios de neutropenia severa, de los 
cuales 11 se produjeron en LLAT (35,4%) y 20 en Lydia (64,5%).  
Siete pacientes (22,5%) no presentaron indicios de recuperación leucocitaria 
durante el seguimiento.  
o 1 paciente participaba en LLAT. La falta de recuperación leucocitaria 
se relacionó con progresión de su enfermedad de base. 
o 6 pacientes participaban en Lydia. Todos ellos presentaron 
progresión de su enfermedad de base a excepción de un paciente 
que falleció por complicaciones relacionadas con el ciclo, sin 
recuperación leucocitaria pese a tratamiento con factor estimulante 
de colonias, encontrándose en remisión.  
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No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la 
probabilidad de recuperación leucocitaria entre ambos ensayos (test exacto de 
Fisher 0,37). 
 
La mediana de días hasta la recuperación leucocitaria fue de 20 días (IQR 27-
9), sin encontrarse diferencias estadísticamente significativas entre ambos 
ensayos (p=0,33). 
 
5) Efectos adversos neurológicos relacionados con la quimioterapia 
Se recogieron 4 casos de efectos adversos neurológicos en relación con la 
quimioterapia (12,1%). 
o En un caso (25%) se relacionó con la administración de triple terapia 
intratecal. El paciente presentó disminución del nivel de conciencia 
(Glasgow 12/15) tras la misma. Se resolvió en 48 horas sin secuelas 
con tratamiento basado en esteroides, ácido fólico y vitamina B. 
o Tres pacientes (75%) presentaron sintomatología neurológica 
secundaria a la administración de nelarabina: 
o Un paciente presentó neuropatía en guante y calcetín, con 
parestesias e hiperalgesia, precisando tratamiento con 
gabapentina. 
o Un paciente presentó parestesias en plantas (toxicidad grado I), 
leves e intermitentes, que no precisaron tratamiento específico. 
o Un paciente que previamente había recibido irradiación corporal 
total como parte del acondicionamiento para TPH no 
emparentado no idéntico, presentó somnolencia severa que se 
relacionó con la causa del fallecimiento.  
 
6.6.- Evaluación de la respuesta. 
 
Todos los pacientes presentaban a su inclusión en el ensayo enfermedad 
detectable en la médula ósea, excepto los pacientes con linfoma linfoblástico T 
que presentaban enfermedad mediastínica.  
 
En la figura 32 se puede observar la respuesta medular tras cada ciclo.  
 
Tras primer ciclo de tratamiento, de los 18 pacientes evaluados, un total de 10 
pacientes (55,5%) presentaron remisión citológica y citométrica y 6 (33,3%) 
persistencia de EMR. Dos pacientes (11,1%) permanecían con enfermedad 
citológica, 1 en LLAT y 1 en Lydia. Mediante el test exacto de Fisher no se 
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encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los dos ensayos, 
obteniendo una p de 1,00. 
 
Tras segundo ciclo de tratamiento, se evaluaron 15 pacientes. De ellos, 6 
pacientes (40%) presentaban remisión citológica y citométrica y 7 (46,6%) 
persistencia de EMR. Dos pacientes (13,3%) permanecían con enfermedad 
citológica. Uno de los pacientes con remisión citológica y citométrica falleció 
durante el ciclo. Mediante el test exacto de Fisher no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre los dos ensayos, obteniendo 
una p de 1,00. 
 
En el caso de los linfomas (n=3): 
 
o En LLAT (n=2), uno de los pacientes no presentaba tejido tumoral 
viable tras el tratamiento y el otro paciente mejoró 
significativamente la infiltración a nivel del miocardio. 
o En Lydia (n=1), el paciente presentó estabilidad en la captación a 
nivel de miocardio, con disminución en la captación de las 
adenopatías mediastínicas. 
 
El análisis cuantitativo del porcentaje de blastos de la médula ósea de cada 
paciente se representa en la figura 33. 
 
Figura 33: Porcentaje de blastos en médula ósea previamente y posterior a la terapia 
con NKAE 
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La mediana de porcentaje de blastos en la evaluación inicial es de 15 (IQR 63-
6). Tras ciclo 1 disminuye a 3 (4-2) y tras ciclo 2 desciende a 2 (14-0,00). 
(Figura 34). 
 
La mediana de EMR inicial es de 12 (IQR 38,2-4), disminuyendo a 0 (0,36-0,00) 
tras primer ciclo y a 0,13 (2,06-0,00) tras segundo ciclo. (Figura 35). 
 
 
Figura 34: Porcentaje de blastos previo al tratamiento y tras ciclos 1 y 2 
 
 
Figura 35: EMR previo al tratamiento y tras ciclos 1 y 2 
 
 
Mediante pruebas no paramétricas (test de Friedman), se observa que el 
porcentaje de blastos y de EMR en la médula ósea previo al tratamiento es 
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significativamente mayor que tras los ciclos 1 y 2 con una p=0,05* para el 
porcentaje de blastos y una p=0,002* para enfermedad mínima residual. 
 
Sin embargo, no se encuentran diferencias estadísticamente significativas en la 
respuesta medular entre ciclos 1 y 2 con una p=0,905 para el análisis por 
citología y una p=0,99 para el análisis por citometría.   
 
Se intentó correlacionar la respuesta con los picos de quimerismo detectados 
tras las infusiones. Se realizó análisis de quimerismo en 15 de los 18 pacientes 
infundidos. 
 
- En 7 pacientes (46,7%) se detectaron células del donante, con picos 
de quimerismo 1-3%. Los valores máximos se muestran en la tabla 
23. El paciente 16 alcanzó 95% de quimera del donante tras el 
segundo ciclo quimioterápico, probablemente debido a su severa 
mielosupresión. Se observó remisión con EMR negativa en 4 de 
estos pacientes (57,1%) al finalizar el ensayo.  
 
- En 8 pacientes (53%) no se detectaron células del donante. De ellos, 
3 alcanzaron remisión con EMR negativa al final del ensayo (37,5%). 
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Tabla 23: Pico de quimerismo alcanzado 
Nº paciente 
Pico de quimerismo 
del donante (%) 
1 0 
2 3 
3 1 
4 No realizado 
5 2 
6 0 
7 0 
8 1,6 
10 0 
11 No realizado 
13 0 
14 0 
15 2 
16 95 
17 2 
18 0 
19 0 
20 No realizado 
 
- Por limitaciones de la muestra, sólo se pudo realizar quimerismo por 
subpoblaciones en 6 pacientes. Únicamente se detectaron células 
CD56+ procedentes de la infusión en 1 paciente que presentó 1% a 
las 24 horas, 0,5% a las 72 horas y 1,6% a los 4 días. 
 
- En un paciente se detectó 2% de celularidad atribuible a la infusión 
semanas después de la misma. Este paciente había recibido un TPH 
siendo donante su hermano y posteriormente infusión de NKAE 
siendo donante su padre.  
 
- Tres pacientes con TPH previo presentaron una mejoría del 
quimerismo alcanzando quimera completa.  
 
- No se observó correlación entre la respuesta y el quimerismo 
alcanzado (figura 36).  
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Figura 36: Relación entre el pico de quimerismo y la respuesta tumoral 
 
 
6.7.- Seguimiento de los pacientes. Supervivencia. 
 
El ensayo LLAT presentó una mediana de duración de 63 días (IQR 73-42) y el 
ensayo Lydia de 66 días (76-36). 
 
En el momento de finalizar los ensayos, habían fallecido 6 pacientes (30%), de 
los cuales 2 participaban en LLAT y los 4 restantes en Lydia. Dos pacientes 
(33,3%) fallecieron por progresión de su enfermedad de base y 4 (66,6%) por 
toxicidad relacionada con el tratamiento: enterocolitis neutropénica (paciente 
#12); taponamiento cardíaco secundario a la administración de clofarabina 
(paciente #8); toxicidad neurológica por nelarabina (paciente #1) y sepsis por K. 
pneumoniae multirresistente (paciente #16).  
 
Tras los ensayos, 10 pacientes recibieron un TPH, 1 paciente cuidados 
paliativos y 1 se incluyó en otro ensayo clínico.  
 
De los receptores de TPH, 8 recibieron un TPH haploidéntico y 2 un TPH no 
emparentado idéntico. De ellos, 7 pacientes fallecieron, 4 por enfermedad 
progresiva y 3 por toxicidad relacionada con el trasplante. 
 
En Julio de 2018, tres pacientes estaban vivos (sin evidencia de enfermedad), 
con una mediana de seguimiento de 880 días (rango 718-1185). 
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Por tanto, en el seguimiento fallecieron 17 pacientes en total (85%), de los 
cuales 6 habían participado en LLAT y 11 en Lydia. El 58,8% de las muertes se 
debió a progresión de la enfermedad de base y el 41,1% a complicaciones 
derivadas de los tratamientos administrados. 
 
Las curvas de supervivencia (método de Kaplan-Meier) al final de los ensayos y 
en el momento actual se muestran en las figuras 37 y 38. 
 
 
Figura 37: Supervivencia al finalizar los ensayos 
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Figura 38: Supervivencia tras período de seguimiento 
 
 
En la figura 39 se muestra la comparativa de las curvas de supervivencia de 
LLAT y Lydia al final de los ensayos. Mediante Log Rank test no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas en la supervivencia de ambos 
ensayos (p 0,88).  
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Figura 39: Comparativa de curvas de supervivencia de LLAT y Lydia al finalizar los 
ensayos 
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7.- RELACIÓN ENTRE NÚMERO DE CÉLULAS INFUNDIDAS Y 
RESPUESTA TUMORAL. 
 
En LLAT y Lydia se intentó correlacionar la respuesta tumoral con la cantidad 
de células NKAE y LT infundidos. Los resultados se muestran en las figuras 40 
y 41. 
 
Se encontró correlación entre el número de NKAE y LT infundidos y la 
respuesta medular, observándose una mejor respuesta a mayor cantidad de 
NKAE y LT infundidos. 
 
 
Figura 40: Relación entre número de NKAE infundidas y respuesta tumoral 
 
 
Figura 41: Relación entre número de LT infundidos y respuesta tumoral
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DISCUSIÓN 
 
1.- USO DE CÉLULAS NK COMO INMUNOTERAPIA EN PACIENTES CON 
CÁNCER. 
 
En este trabajo se describen dos protocolos distintos para la obtención de 
células NK estimuladas con IL-15 que se utilizaron con éxito en tres ensayos 
clínicos: 1) purgado de LT seguido de selección de NK por método 
inmunomagnético y estimulación ex vivo con IL-15 (NK-IL15) y 2) expansión y 
activación mediante cocultivo de células mononucleares con células K562-
mb15-41BBL (NKAE).  
 
Varios estudios ya han demostrado la seguridad y plausibilidad de la terapia 
con células NK en pacientes con cáncer. Esta terapia puede ser aplicada en 
diversas situaciones clínicas. Actualmente se están utilizando en numerosos 
ensayos con diversos tipos de tumores, especialmente hematológicos, pero 
también en tumores sólidos como melanomas y carcinomas. 
 
También se ha utilizado en pacientes con alto riesgo de recaída tras TPH 
haploidéntico. Los resultados preliminares han sido satisfactorios en lo 
relacionado a la seguridad del tratamiento.    
 
La experiencia en pacientes pediátricos es más limitada. El Dr. Rubnitz 
(Hospital de St. Jude, Memphis, EEUU) publicó un estudio en el año 201011 con 
10 pacientes pediátricos con LMA en primera remisión completa, en los que se 
realizó infusión de células NK haploidénticas como terapia de consolidación. Se 
observó una supervivencia libre de eventos del 100% a los 2 años 
permaneciendo en remisión completa. Otros grupos como el del Dr. Koehl  
(Hannover Medical School, Hannover, Alemania) infundieron tras TPH 
haploidéntico células NK estimuladas con IL-2 a 3 pacientes pediátricos con 
leucemia refractaria con EMR positiva. No hubo toxicidad y se observó remisión 
y quimera completa al mes posTPH76. 
 
En 2015, Rubnitz e Inaba publicaron un nuevo estudio en el que habían 
infundido células NK haploidénticas a 29 pacientes pediátricos con leucemia 
refractaria o en recaída, asociado a quimioterapia (clofarabina, etopósido y 
ciclofosfamida), de forma similar a este trabajo77. Se dividieron en 2 cohortes 
según si habían recibido previamente TPH o no. Se utilizó como método de 
producción la selección inmunomagnética con CliniMACS® infundiendo 
directamente el producto celular obtenido. Los pacientes recibieron IL-2 
subcutánea desde el día previo a la infusión. En la cohorte sin TPH previo 
(n=14), se observó respuesta medular en 10 pacientes, 12 pacientes recibieron 
posteriormente un TPH y se consiguió una supervivencia libre de eventos del 
36% (n=5). En la cohorte 2 (n=15), 10 pacientes presentaron respuesta 
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medular y recibieron un segundo TPH. Se consiguió una supervivencia libre de 
eventos del 27% (n=4). El tratamiento fue bien tolerado sin efectos adversos 
destacables.  
 
2.- DISFUNCIÓN DE CÉLULAS NK EN PACIENTES CON CÁNCER Y SU 
REPERCUSIÓN EN SU USO COMO INMUNOTERAPIA. IMPORTANCIA DE 
LA DISPARIDAD KIR/HLA. 
 
La terapia con células NK puede ser derivada de fuentes autólogas o 
alogénicas.  Las células NK de pacientes con cáncer pueden tener defectos 
funcionales20,78. Por el contrario, las células NK alogénicas de donantes sanos 
no HLA idénticos, como se propone en este trabajo, no sólo tienen una 
funcionalidad normal sino que mejoran el efecto injerto contra tumor por la 
disparidad KIR/HLA-I79,80 y por la vía activadora. 
 
Previamente el grupo del Dr. Pérez-Martínez20, demostró la disfunción de las 
células NK en pacientes pediátricos con diferentes tipos de tumores sólidos, en 
los que existe una inversión de las subpoblaciones de células NK con 
predominio de las células NK bright. Al carecer las NK bright de receptores KIR 
no son capaces de reconocer la ausencia de HLA clase I de las células 
tumorales, suponiendo esto un mecanismo de escape de los tumores. Se 
demostró que la estimulación con IL-15 revierte este estado de 
inmunotolerancia, mejorando la citotoxicidad ex vivo y disminuyendo la carga 
tumoral in vivo.  En este hallazgo se basa el ensayo clínico con NK-IL15. 
 
El grupo de Viel y Walzer81 (Universidad de Lyon, Francia) también estudió 
cómo la actividad de las células NK se encuentra disminuida en los pacientes 
con cáncer. Estos autores postulan que son mediadores producidos por el 
propio tumor los que regulan negativamente la actividad de las células NK, 
inhibiendo además su maduración.  
 
Diferentes estudios han realizado la expansión in vivo de células NK autólogas 
mejorando su actividad antitumoral mediante la administración a los pacientes 
de citoquinas como la IL-2. Otras estrategias incluyen la expansión y activación 
ex vivo de células NK autólogas para después infundirlas a los pacientes en 
combinación con IL-248,82. Estas técnicas tienen peores resultados debido a 
que IL-2 no sólo produce expansión de las células NK sino también de los LT 
reguladores, los cuales inhiben las funciones de las células NK, por lo que a 
pesar de su expansión éstas no presentan actividad antitumoral máxima. Esta 
pérdida de eficacia puede deberse a la interacción de HLA clase I de las 
células tumorales con los receptores de las células NK autólogas, produciendo 
la inhibición de su función.  
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Recientemente, el grupo del Dr. Martínez López en el Hospital Doce de 
Octubre de Madrid, infundió células NK autólogas expandidas ex vivo en 
pacientes con mieloma múltiple refractario o en recaída utilizando el cocultivo 
con la línea celular K562-mb15-41BBL utilizado en LLAT y Lydia. Este grupo 
realizó la infusión del producto en combinación con quimioterapia, sin utilizar IL-
2. Las infusiones fueron bien toleradas, sin efectos adversos destacables. Al no 
utilizar IL-2, los LT reguladores no se modificaron. Un paciente presentó 
respuesta parcial y 3 pacientes de un total de 5, estabilización de la 
enfermedad50. 
 
La terapia con células NK alogénicas parece ser superior a la terapia con 
células NK autólogas, al mejorar la eficacia antitumoral debido a su 
procedencia de donantes sanos. Además, esta actividad se puede optimizar 
aún más por la disparidad donante-receptor entre KIR del donante y HLA clase 
I del receptor. La disparidad KIR/HLA juega por tanto un papel fundamental en 
el efecto injerto frente a tumor. Varias publicaciones demuestran que los 
pacientes con LMA tienen menor riesgo de recaída cuando reciben un TPH con 
células NK alorreactivas. Del mismo modo ocurre con la infusión de células NK 
alogénicas fuera del contexto del TPH.  
 
El conocimiento de los receptores KIR y su importancia en la función de las 
células NK han permitido que se mejoren los criterios para la selección de 
donantes. Esto supone un importante avance tanto en el TPH como en terapia 
celular. El Dr. Leung en el Hospital de St. Jude6 (Memphis, Estados Unidos), 
presentó en 2013 un método para optimizar las infusiones de células NK en 
niños con cáncer. El primer paso consiste en la selección del donante basada 
en tipaje KIR de alta resolución. Este método fue utilizado por el mismo grupo 
en infusiones de células NK para el tratamiento de leucemias refractarias, para 
consolidación tras TPH en pacientes de alto riesgo y en sustitución del TPH en 
pacientes de riesgo elevado que se encontraban en remisión83,84. 
 
Se ha realizado tipaje KIR para selección del donante en los ensayos que se 
presentan en este trabajo. En el caso de NK-IL15, sólo un donante presentaba 
disparidad KIR/HLA. Fue uno de los 3 pacientes que consiguió remisión parcial. 
En LLAT/Lydia 9 donantes (50%) presentaba esta disparidad. Sin embargo, no 
se han encontrado diferencias de supervivencia entre KIR idénticos y no 
idénticos. Una posible explicación sería que las células NK infundidas tienen un 
fenotipo extremadamente activado, con aumento en la expresión de los 
receptores activadores esenciales para el efecto citotóxico de las células NK 
(NKp30, NKp46, NKp44, DNAM-1 y NKG2D) siendo el receptor NKG2D el 
mayoritariamente expresado en ambos productos, por lo que la disparidad KIR 
presumiblemente no aumente más su capacidad citotóxica. Se sabe que la 
activación de las células NK tras la unión de los receptores activadores a sus 
respectivos ligandos en las células tumorales está supeditada a las señales de 
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inhibición recibida a través de los receptores KIR, excepto en el caso de 
NKG2D cuya unión a sus ligandos es capaz de superar las señales inhibidoras 
proporcionadas por los receptores KIR84. 
 
En resumen, el posible efecto terapéutico de la infusión de células NK de 
donante sanos en pacientes con tumores se basa en: 1) revertir la actividad 
citotóxica disminuida de las células NK en los pacientes al diagnóstico, debido 
a la enfermedad y durante el tratamiento, debido a la quimioterapia; 2) en la 
expresión en las células tumorales de ligandos para los receptores activadores 
de las células NK del donante; 3) la ausencia y/o diferencias de ligandos en las 
células tumorales para los receptores inhibitorios de las células NK del 
donante; 4) los mecanismos de inmunoevasión de las células tumorales que 
son abolidos por estrategias de activación NK. 
 
3.- DIFERENTES ESTRATEGIAS DE EXPANSIÓN Y ACTIVACIÓN DE 
CÉLULAS NK PARA USO CLÍNICO. 
 
El problema fundamental para el uso clínico de células NK es su bajo número 
en sangre periférica. Los procedimientos de aislamiento, expansión y activación 
de estas células son costosos y laboriosos, precisan personal entrenado y 
deben ser realizados bajo condiciones NCF.    
 
Se han descrito diferentes protocolos para la producción NCF de células NK 
para uso clínico. Sin embargo, ningún procedimiento se ha establecido como 
estándar hasta la fecha. 
 
Es difícil comparar los distintos protocolos de producción debido a la gran 
variabilidad de materiales, tecnologías y procesos de manufacturación 
utilizados. 
 
Tanto en LLAT/Lydia como en el ensayo con NK-IL15, se ha utilizado como 
fuente células mononucleares obtenidas de sangre periférica o por aféresis, al 
igual que en la mayoría de protocolos publicados, minimizando el riesgo de 
contaminación del producto al utilizar sistemas cerrados. Otros grupos han 
utilizado otras fuentes como cordón umbilical o células pluripotenciales 
hematopoyéticas.  
 
Además de la fuente, el método de expansión, las citoquinas utilizadas para la 
activación y el medio de cultivo tienen repercusión en la calidad y eficacia del 
producto final9. 
 
En cuanto al medio de cultivo, en nuestros ensayos hemos utilizado el medio 
RPMI suplementado con suero humano AB al 10%. Los medios más utilizados 
en los ensayos publicados son X-VIVO sin suero (BioWhittaker, Verviers, 
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Bélgica), AIM V (Life Technologies, Nueva York), o medio de crecimiento de 
stem cells (SCGM; CellGenix, Friburgo, Alemania). Generalmente el medio se 
suplementa con suero humano AB. En cuanto a las condiciones ambientales, 
se han utilizado las condiciones estándar (37°C y 5% CO2)9,42. 
 
Se han descrito protocolos basados en aislamiento de células NK por métodos 
inmunomagnéticos desde productos de aféresis, otros en métodos de 
expansión mediante estimulación con citoquinas o cocultivo con líneas 
celulares estimuladoras y otros combinando ambos métodos.  
 
En este trabajo se ha utilizado selección inmunomagnética y cocultivo celular, 
consiguiendo un buen ratio de expansión celular y viabilidad tanto con el 
método NK-IL15 como NKAE. 
 
Varios estudios han utilizado el sistema inmunomagnético CliniMACS® 
utilizando productos de leucoaféresis no movilizados de forma similar al ensayo 
con NKIL-15, obteniendo también buenos resultados, con una pureza elevada 
de células NK similar a la descrita en este trabajo. Con el método NKIL-15 se 
observa que con cada paso del procedimiento se produce una pérdida celular, 
principalmente con la estimulación con IL-15. El objetivo debe ser mejorar la 
técnica para evitarlo. Esto puede ser porque las células se quedan pegadas a 
las paredes de los frascos y son difíciles de recuperar. Habría que mejorar la 
técnica utilizando otros métodos NCF para optimizar la recuperación celular.  
 
Por otro lado, los métodos de expansión mediante cocultivo se han mostrado 
más eficaces que la estimulación con citoquinas ya que estimulan la 
proliferación de células NK no solo mediante factores humorales sino también 
por contacto entre células. El uso de células NK activadas y expandidas 
mediante cocultivo con células presentadoras de antígeno derivadas de 
humanos es una alternativa emergente, que se han utilizado en los ensayos 
clínicos LLAT y Lydia48,50,85. El grupo del Profesor Darío Campana (St. Jude, 
Memphis, EEUU) en 2009 describió que la línea celular K562-mb15-41BBL 
induce proliferación específica de células NK tanto en pacientes sanos como en 
pacientes con leucemia y desarrolló un banco de esta línea celular bajo 
condiciones NCF demostrando que es posible la producción a gran escala de 
estas células para uso clínico68. Estudios preclínicos utilizando esta línea 
celular han aportado índices óptimos de expansión y aumento de expresión de 
receptores activadores respecto a otros métodos, aumentando la capacidad 
citotóxica de las células NK que presentan una actividad antitumoral evidente 
frente a líneas tumorales en modelos in vivo de leucemia aguda y tumores 
sólidos68,85,86, también demostrada en los análisis ex vivo de LLAT y Lydia. 
 
Comparando nuestros resultados con lo publicado por otros grupos utilizando la 
misma línea celular y el mismo medio de cultivo, se observa que los resultados 
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son similares en cuanto a viabilidad en el día +7 y en el porcentaje de LT en el 
día +14. Sin embargo, la pureza de células NK y el ratio de expansión en 
nuestros ensayos en el día +14 fue más bajo. Esto puede deberse a que se ha 
mantenido el medio de cultivo previo en lugar de renovarlo, por lo que los 
sustratos han podido ir agotándose. Comparando estos resultados con otros 
estudios que utilizan otro medio de cultivo (SCGM) se observa que la pureza de 
células NK y el ratio de expansión que se obtiene es bastante más bajo que lo 
publicado. Esto sugiere que quizás debería modificarse el medio de cultivo de 
RPMI a SCGM ya que éste parece ser más adecuado para el crecimiento de 
células NK.  
 
Respecto a las citoquinas, la mayoría de protocolos publicados utilizan IL-2. Se 
ha intentado optimizar la expansión de células NK con la ayuda de otras 
citoquinas como la IL-15 mejorando la viabilidad y expansión del producto. Las 
citoquinas IL-2 e IL-15 tienen distintos efectos sobre las células NK. Por otro 
lado, las toxicidades de ambas citoquinas son distintas. Comparado con IL-2, 
IL-15 tiene menor riesgo de síndrome de fuga capilar. Estos datos sugieren que 
la IL-15 puede representar una buena candidata para uso en inmunoterapia, sin 
embargo, aunque puede tener ventajas, parece que la estimulación durante 
mucho tiempo con IL-15 podría tener efecto leucemógeno, por activación de la 
vía JAK/STAT, especialmente STAT3 y STAT5, por lo que debe ser usada con 
precaución87. Recientemente, el grupo del Dr. Miller (Universidad de Minnesota, 
Minneapolis) ha publicado un trabajo42 en el que se administró IL-15 
recombinante por vía subcutánea en dosis ascendentes a 19 pacientes adultos 
con tumores sólidos refractarios. La terapia fue bien tolerada excepto en 3 
pacientes en los que se suspendió el tratamiento por efectos adversos 
(empeoramiento de psoriasis previa, pancreatitis y dolor torácico de origen 
cardíaco, respectivamente). En nuestros ensayos, la retiramos del medio 
previamente a la infusión a los pacientes porque no estaba disponible para uso 
clínico. Se comprobó que su uso in vitro incrementaba la expresión de 
receptores activadores mejorando la citotoxicidad del producto final.  
 
Algunos estudios han realizado infusiones de células NK tras TPH 
haploidéntico. La principal diferencia con nuestro ensayo con NKIL-15 es que, 
en la mayoría de estudios previos, las células NK son estimuladas con IL-2. En 
este trabajo se ha utilizado IL-15 ex vivo ya que es un mejor factor de 
crecimiento fisiológico responsable de la diferenciación, supervivencia y 
actividad citotóxica de las células NK maduras y parece que mejoraría la 
reconstitución inmune tras TPH alogénico.  
 
4.- COMPARACIÓN DE LOS PRODUCTOS NKIL-15 Y NKAE. 
 
Entre ambos productos se observaron dos diferencias importantes que hay que 
destacar: la primera es que el producto final es diferente en términos de pureza 
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de células NK. Con el producto NK-IL15 se consigue una alta pureza en células 
NK con resultados similares a los obtenidos por el grupo del Dr. Koehl72 
(Hannover Medical School, Hannover, Alemania) usando el mismo protocolo en 
el CliniMACS®. Además, se añade la estimulación ex vivo con IL-15, tras lo 
que se obtiene un purgado total de LT y células NKT. Los productos NKAE sin 
embargo contienen LT y NKT residuales. La implicación de esto es que, en el 
contexto del TPH, debe utilizarse el procedimiento con mayor pureza de células 
NK con el objetivo de minimizar el riesgo de EICR. Por ello, NK-IL15 debería 
utilizarse en el contexto del TPH mientras que el producto NKAE podría no ser 
óptimo en este contexto. 
 
La segunda diferencia entre los dos productos es el tiempo de producción. La 
producción de NK-IL15 es un método más rápido, mientras que el cultivo 
requiere un mínimo de 14-21 días, ya que precisa expansión celular. No 
obstante, ambos productos se obtienen en un tiempo razonable. 
 
Una potencial desventaja del método NKAE es que el tiempo prolongado en 
cultivo puede reducir la expansión in vivo de las células tras la infusión a los 
pacientes, debido al acortamiento de telómeros por senescencia debido a la 
alta actividad replicativa y a la inestabilidad genómica producida por las altas 
dosis de IL-1571,88,89. A pesar de que no se ha analizado en este trabajo la 
longitud de los telómeros, se ha comprobado estabilidad genética en todos los 
productos.  Una forma de evitar este obstáculo podría ser el uso de la línea 
celular modificada K562-mbIL21-41BBL. El grupo del Dr. Zhu90 (Universidad de 
Shanghai, China) en 2012 y Srinivas Somanchi y Dean Lee70 (MD Anderson 
Cancer Center, Universidad de Texas, EEUU) en 2016 desarrollaron esta línea 
celular consiguiendo un alto porcentaje de expansión con aumento de 
expresión de receptores activadores y citotoxicidad aumentada respecto a las 
células NK basales, mientras se mantienen la longitud de los telómeros. Varios 
ensayos clínicos están en marcha para analizar la seguridad y eficacia de este 
método pero aún no hay resultados disponibles.  
 
Por otro lado, el uso de líneas celulares modificadas genéticamente es 
controvertido por el riesgo potencial que las células residuales pueden tener en 
el paciente. Por ello, en LLAT y Lydia la línea K562-mbIL15-41BBL se irradió 
con 100 Gy para evitar proliferación y se demostró su ausencia en el control de 
calidad del producto final mediante RT-PCR.  
 
En cuanto al fenotipo del producto final, ambos métodos incrementan la 
expresión de receptores activadores y de marcadores de activación incluyendo 
NKG2D, DNAM-1, NKp30, NKp44 y NKp46, cuando se comparan con las 
células NK basales. Comparando ambos métodos, NKAE presenta una mayor 
expresión de estos receptores, lo que se relaciona con mayor citotoxicidad. Por 
tanto, el producto con mayor funcionalidad es NKAE aunque ambos productos 
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son superiores a las NK basales. Estos datos coinciden con lo previamente 
publicado86,91. 
 
El grupo de Darío Campana comprobó que la interacción entre NKG2D y 
DNAM-1 con sus ligandos en las células tumorales, es esencial para la 
citotoxicidad in vitro de las células NK contra líneas celulares de sarcoma de 
Ewing y de leucemia aguda mieloide, ya que la interferencia con esas 
moléculas reduce significativamente la actividad de las células NK68.  
 
En el trabajo publicado por el grupo de Shah91 se observó que el bloqueo de los 
receptores activadores NKG2D, NKp44 y NKp46 disminuía la actividad 
citotóxica de las células NK.  
 
También se observa una disminución de la expresión de los receptores 
inhibidores excepto de KIR2DS4 y NKG2A, con altos niveles de expresión de 
NKG2A en ambos productos (>80%). 
 
Varios grupos han estudiado la posible repercusión de la expresión de NKG2A 
respecto a la citotoxicidad de las células NK. NKG2A puede abolir la respuesta 
de las células NK contra los tumores que expresan HLA-E, aun en el contexto 
de donante haploidéntico KIR/HLA clase I. La mayoría de células 
hematopoyéticas sanas y neoplásicas expresan HLA-E por lo que estarían 
protegidas de la citotoxicidad de las células NK12,91,92. 
 
El grupo del Dr. Wieten (Universidad de Maastrich, Países Bajos)93 estudió la 
relevancia de las moléculas HLA clase 1 y HLA-E en la actividad de las células 
NK alogénicas frente a células de mieloma múltiple. Demostraron el potencial 
efecto inhibidor de estos HLA en la alorreactividad de las NK in vitro. 
Seleccionar un donante KIR/HLA clase I haploidéntico puede resolver en parte 
el problema pero la expresión de HLA-E puede ser uno de los mecanismos de 
escape de los tumores a la acción de las células NK. Para mejorar la respuesta 
estos autores postulan la utilización de células NK NKG2A negativas o bien el 
desarrollo de estrategias para inhibir la interacción NKG2A con HLA-E.  
 
Nguyen y Godal (Universidad Sorbona, París, Francia)94 ya demostraron in vitro 
que el tratamiento con anticuerpos anti-NKG2A es capaz de reconstituir la 
acción de las NK que expresan NKG2A contra las células leucémicas.  
 
Más recientemente, el grupo de la Dra. Ruggeri (Peruggia, Italia) publicó un 
estudio en el que utilizaba anti-NKG2A humanizado in vitro e in vivo mejorando 
la citotoxicidad de las células NK que expresan NKG2A obtenidas de donantes 
idénticos o haploidénticos pudiendo representar una nueva arma terapéutica95. 
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Las ventajas del método NKAE respecto a NK-IL15 son la posibilidad de  
infundir células NK en varios momentos durante la expansión, la mayor 
expresión de receptores activadores y su mayor citotoxicidad. Las desventajas 
son el tiempo necesario para la expansión, la contaminación por LT y la 
limitada proliferación potencial in vivo tras la infusión.  
 
Las ventajas de NK-IL15 son la rapidez del procedimiento, la mayor pureza de 
células NK y la ausencia de LT además de la facilidad de combinación con 
otras terapias.   Las desventajas son que sólo se pueden infundir en un único 
momento y la necesidad de expansión in vivo para ser activas. 
 
5.- EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD Y EFECTIVIDAD EN EL USO CLÍNICO. 
 
La terapia con células NK tiene un prometedor perfil de seguridad. Los ensayos 
publicados hasta el momento muestran que las infusiones de células NK son 
generalmente bien toleradas sin efectos adversos graves y no inducen EICR 
severo, al igual que lo observado en este trabajo72,67,34. 
 
Los ensayos LLAT/Lydia son los segundos en emplear NKAE obtenidas con la 
línea celular K562-mbIL15-41BBL en humanos. Sólo un ensayo previo 
publicado por el grupo de Shah (National Cancer Institute, Bethesda, EEUU)91 
en 2015 estudió el efecto de las células NK expandidas de esta forma en niños 
y adultos jóvenes con tumores sólidos de alto riesgo tras TPH HLA idéntico con 
purgado de LT. Se observó en este caso el desarrollo de EICR agudo en 5 de 
los 9 pacientes infundidos, con grado IV en 3 de ellos. Fue más frecuente en 
TPH de donantes no emparentados. Cabe destacar que ningún paciente recibió 
profilaxis de EICR y el acondicionamiento fue no mieloablativo en todos ellos. A 
diferencia de lo descrito por este grupo, en LLAT/Lydia no se ha observado 
EICR en ninguno de los pacientes estudiados, a pesar de la infusión de más de 
11x106 LT/kg, siendo la terapia bien tolerada, sin efectos adversos graves. Sólo 
se ha registrado un caso de reactivación de EICR tras el primer ciclo de LLAT. 
El paciente había recibido previamente un TPH no emparentado no idéntico y 
se encontraba en situación de recaída con EICR. La posible explicación es que 
la terapia combinada de quimioterapia e infusiones de NKAE descendió la 
carga leucémica reestableciendo el quimerismo completo por lo que se reactivó 
el EICR previo.  
 
Se debe tener en cuenta que LLAT/Lydia están fuera del contexto del TPH, lo 
cual puede tener un efecto protector frente al EICR por la expansión de 
poblaciones reguladoras95,96. Estos resultados indican que la terapia con NKAE 
es bien tolerada fuera del contexto del TPH. 
 
En el ensayo NK-IL15, 3 de los 6 pacientes incluidos desarrollaron EICR > 
grado II previo a la infusión, sin observarse modificación del grado de EICR tras 
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la misma. Es razonable pensar que los injertos de donantes haploidénticos y la 
enfermedad progresiva favorece el desarrollo de EICR pese a que la cantidad 
de LT en el injerto del TPH fue <15 × 103/kg en todos los casos97,98. 
 
En cuanto a las reacciones derivadas de la infusión, la única reacción adversa 
registrada en LLAT/Lydia fueron reacciones febriles, al igual que lo descrito en 
la literatura9,34. Se registró únicamente en 4 pacientes. En el caso de NK-IL15 
no se registraron efectos adversos atribuibles a la infusión. 
 
En el estudio del grupo de Rubnitz11, los pacientes toleraron todas las dosis de 
ciclofosfamida, fludarabina e IL-2 y presentaron toxicidad no hematológica leve: 
un paciente presentó edema y eritema de la zona de inyección de la IL-2, un 
paciente presentó una infección respiratoria viral, y otro paciente precisó 
ingreso durante 2 días por neutropenia febril. Estos efectos adversos son 
similares a los observados en nuestros ensayos. 
 
La toxicidad registrada en los ensayos fue secundaria al tratamiento 
quimioterápico previo a la infusión. En LLAT/Lydia principalmente se registró 
neutropenia febril, bacteriemia y neutropenia severa. Se observó que la 
toxicidad fue significativamente mayor en los pacientes que recibían 
quimioterapia de alta intensidad. Los pacientes de NK-IL15 presentaron en 
relación con el TPH, infecciones, neutropenia febril, pancitopenia severa, cistitis 
hemorrágica y microangiopatía trombótica, que no se relacionaron con las 
infusiones.  
 
La combinación clofarabina-etopósido-ciclofosfamida presentó la mayor tasa de 
toxicidad. Ensayos previos que utilizaban esta combinación para el tratamiento 
de leucemia/linfoma en recaída/refractario ya describieron como efectos 
adversos frecuentes neutropenia febril y alta tasa de infecciones99,100. El grupo 
de Hijiya (Hospital de Chicago, EEUU)100 en un estudio con una cohorte de 25 
pacientes con LLA refractaria o en recaída, describió 7 casos de muerte 
relacionada con este protocolo quimioterápico: enfermedad veno-oclusiva (2), 
shock séptico (2), insuficiencia renal aguda (1), edema pulmonar (1), e 
infección fúngica pulmonar (1). En este estudio, la supervivencia tras 217 días 
fue del 24%.  
 
Por tanto, el balance entre eficacia y toxicidad aceptable de acuerdo a nuestros 
datos pueden ser los regímenes FLAG-Ida o AraG/VP/Cy. Los efectos 
adversos observados en estos pacientes incluyen neutropenia febril, mucositis, 
infección y neurotoxicidad relacionada con nelarabina, correspondiendo en 
frecuencia y severidad a lo previamente publicado en la literatura77,101. 
 
El grupo de Tavil (Ankara, Turquía), en un estudio con una cohorte de 25 
pacientes con LMA/LLA de mal pronóstico tratados con Flag-Ida encontró una 
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supervivencia del 20% (1200 días)102,25. El grupo de Commander (Hospital de 
Philadelphia, EEUU), en un estudio con 7 pacientes con LLA-T/linfoma 
refractarios o en recaída tratados con Ara-G/VP/Cy describieron una 
supervivencia del 14% (450 días)73,101. 
 
Por otro lado, las dosis utilizadas en las infusiones no están bien establecidas, 
varían en los distintos ensayos publicados. 
 
Las dosis máximas de NKAE e IL-2 utilizadas en LLAT/Lydia se basaron en el 
estudio previo del grupo de Rubnitz (Hospital de St. Jude, Memphis, EEUU) 
publicado en 201011 con pacientes pediátricos. En él se administró como 
tratamiento de consolidación un ciclo de Flu/Cy y posteriormente infusión de 
células NK con una mediana de 29 × 106 células NK haploidénticas/kg y 6 dosis 
de IL-2 (1x106 U/m2).  
 
La dosis máxima tolerada de LT infundidos fue de 0,8x106/kg en LLAT y de 
7,05x106/kg en LYDIA. El grupo de Rujkijyanont (Hospital de St. Jude, 
Memphis, EEUU)88 publicó un estudio con 38 pacientes pediátricos con 
patología maligna hematológica que previamente habían recibido TPH 
alogénico y que presentaban quimerismo mixto recibieron infusiones de 
linfocitos de donante con dosis ascendentes en un intento de minimizar el 
riesgo de recaída. La dosis inicial se basó en el riesgo asociado de EICR según 
el tipo de TPH del paciente (haploidéntico>no emparentado>emparentado 
idéntico). Así, se utilizó una dosis inicial de 2,5x104, 1x106 y 1x107 
respectivamente. Se incrementó 2 veces la dosis si no se observaba EICR. 
Solo 13,2% de los pacientes desarrollaron EICR agudo III/IV sin mortalidad 
asociada. En nuestra experiencia, fuera del contexto del TPH, no observamos 
casos de EICR, a pesar de la infusión de más de 11x106 LT/kg. 
 
Respecto al número de infusiones, en el ensayo LLAT el esquema terapéutico 
incluye una única infusión con un elevado número de células NK. En LYDIA se 
infundió un producto NKAE adicional, pero el contaje de NKAE disponible para 
cada infusión fue menor de lo esperado. Con ésta pequeña cohorte no 
podemos concluir qué esquema terapéutico es mejor. 
 
En NK-IL15 la infusión se realiza en el día +30 tras un TPH haploidéntico, con 
la intención de mejorar la recuperación de células NK. En este momento las NK 
son las células predominantes dentro de la población de linfocitos por lo que 
con la infusión las reforzamos para mejorar su número y citotoxicidad 
antitumoral. Sin embargo, no está claro el momento óptimo para la infusión. 
Algunos grupos proponen el día +7 sugiriendo que la infusión precoz mejoraría 
el injerto y podría prevenir el desarrollo de EICR. En nuestros pacientes no 
encontramos problemas en el injerto pero la infusión más temprana de células 
NK quizá podría haber reducido el desarrollo de EICR102. 
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Aunque no era el objetivo principal de nuestros ensayos, realizamos una 
revisión de la respuesta encontrando un efecto terapéutico positivo, 
previamente descrito en otros ensayos publicados9,34. 
 
Los grupos del Dr. Miller en 200552 y del Dr. Rubnitz en 201011 encontraron 
respuestas positivas a la infusión de células NK haploidénticas en pacientes 
con LMA. Aun en casos sin respuesta tumoral significativa, la citometría de flujo 
y las técnicas moleculares mostraron que la mayoría de los pacientes 
presentan algún nivel de actividad NK atribuible a la infusión de estos 
productos.   
 
El papel de la terapia con células NK respecto a la quimioterapia adyuvante es 
otro de los aspectos que precisan más estudios.  
 
Además, la respuesta observada es corta en el tiempo, por lo que 
consideramos este tratamiento como terapia puente al TPH103,104. Por ello, 
todos los supervivientes vivos de nuestros ensayos LLAT/Lydia, recibieron TPH 
tras el mismo. 
 
Se evaluaron datos biológicos como el número de NKAE infundidas y su 
inmunofenotipo para intentar correlacionar esos datos con el pronóstico de los 
pacientes.  Aunque no es estadísticamente significativo, debido al tamaño de la 
muestra, se observó una correlación entre el número de NKAE infundidas y la 
remisión completa. También observamos una correlación entre el número de 
LT infundidos y mejor respuesta debido al conocido efecto injerto frente a 
leucemia de los LT. No se encontró correlación entre los picos de quimerismo y 
la respuesta tumoral, quizás debido al tamaño muestral.  
 
En nuestro ensayo con NK-IL15, los resultados preliminares son alentadores si 
bien la muestra es pequeña.  Observamos respuesta clínica en 4 de los 6 
pacientes incluidos, con mejoría de las lesiones pulmonares en 2 pacientes. En 
el paciente 2 se observó disminución del tamaño de las metástasis pulmonares 
tras la segunda infusión, sin recibir quimioterapia adicional, lo que sugiere que 
las células NK pueden tener predilección por quedarse atrapadas en los 
pulmones105. 
 
Sin embargo, no se objetivó mejoría en el paciente 1 tras la segunda infusión, 
lo que sugiere que la respuesta inicial puede ser resultado de la combinación 
del régimen de acondicionamiento y la infusión.  
 
Por lo tanto, el beneficio clínico de infusiones adicionales podría restringirse a 
reducir la extensión de las metástasis pulmonares. Pacientes seleccionados 
con pequeña carga tumoral y buen estatus clínico podrían beneficiarse de la 
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terapia con células NK alorreactivas para mejorar el efecto antitumoral tras TPH 
haploidéntico. 
 
El mecanismo de respuesta podría ser la interacción entre ligandos de las 
células tumorales con receptores activadores en los pacientes 1, 2 y 3 y puede 
estar relacionado con la disparidad KIR/HLA-clase I en el paciente 6106,107. Sin 
embargo, en el paciente 4 no se observó respuesta. Este paciente presentaba 
identidad HLA-I/KIR. 
 
El estadio avanzado de la enfermedad y los efectos del TPH haploidéntico 
pueden limitar la eficacia de esta terapia. 
 
6.- LIMITACIONES DEL TRABAJO. 
 
Aunque los resultados de LLAT/Lydia son prometedores en cuanto a seguridad 
y respuesta, el estudio está limitado por una muestra relativamente pequeña de 
pacientes además de gran variabilidad en sus características (enfermedad de 
base, tratamientos previos recibidos, características de los donantes…). Se han 
utilizado diferentes esquemas de quimioterapia coadyuvante, todos ellos 
intensivos, por lo que es difícil determinar la contribución de las infusiones de 
células NK en la respuesta. Se debe destacar que todos los pacientes que 
recibieron TPH tras el ensayo habían recibido quimioterapia de rescate de alta 
intensidad (Flag-Ida, AraG/VP/Cy o CLOVE) mientras que en ninguno de los 
que recibieron Flu/Cy se pudo realizar TPH. 
 
Por otro lado, no en todos los pacientes se pudo realizar estudio de quimerismo 
y sólo en un caso fue posible constatar el quimerismo de células NK. Aunque lo 
esperable es que la mayoría de células detectadas correspondan a células NK 
ya que se infundieron una mediana de 85,36% de NKAE, se debe tener en 
cuenta que también pueden corresponder a LT o a otro tipo de células. Por ello, 
no se pudo establecer correlación entre el pico de quimerismo alcanzado y la 
respuesta observada.  
 
En cuanto al ensayo con NK-IL15, las principales limitaciones son el pequeño 
número de pacientes incluido, la variabilidad de su patología de base, y que el 
TPH haploidéntico no es un tratamiento estándar para los tumores sólidos en 
progresión en la infancia.  
 
7.- PERSPECTIVAS FUTURAS. 
 
Los resultados de este estudio junto con lo publicado hasta el momento por 
otros grupos son esperanzadores, sobre todo lo relacionado con los 
parámetros de seguridad. Sirven de base para futuras investigaciones.  
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Son necesarios futuros estudios para determinar la contribución de las células 
NK a la respuesta tumoral además de para determinar el esquema terapéutico 
más adecuado según la patología a tratar y el método más óptimo de 
expansión de células NK, así como la dosis y número de infusiones necesarias 
en los pacientes y el momento más óptimo para su administración.  
 
En el momento actual existe una gran disociación entre los tratamientos 
convencionales con los nuevos tratamientos inmunológicos y celulares, de 
manera que se reserva la utilización de la terapia celular en estadios de 
enfermedad muy avanzada. Se propone que la inmunoterapia celular sea una 
estrategia terapéutica en combinación con los tratamientos convencionales 
para mejorar el pronóstico de los pacientes.  Incorporar el tratamiento con 
células NK constituye una nueva y exitosa arma terapéutica. 
 
Los resultados de este estudio muestran que los métodos de producción NK-
IL15 y NKAE son plausibles y producen grandes cantidades de células NK 
activadas con capacidad citotóxica para uso clínico.  
 
Mediante el avance en el conocimiento de los mecanismos de citotoxicidad de 
las células NK contra células tumorales y la optimización de los mecanismos de 
producción y expansión para su uso clínico se podrá seleccionar el producto 
óptimo para cada indicación. La mejoría de las estrategias para elección del 
donante basadas en tipaje KIR, la optimización de los protocolos para 
producción a gran escala de células NK para uso clínico y la armonización de 
los controles de calidad de los productos representan la base para futuros 
estudios. Además, el establecimiento de protocolos automatizados mejorará el 
coste-efectividad de la producción de células NK para uso clínico. Queda 
pendiente establecer, además de las dosis y el número de infusiones 
necesarias, los tipos de tumores en los que considerar esta terapia, ya que hay 
tumores que responderán mejor que otros.  
 
En futuros estudios sería interesante intentar la caracterización y expansión 
separada de los subtipos de NK para infundir mayor cantidad de NK dim o 
subpoblaciones de células alorreactivas o con fenotipo memoria. 
 
Por otro lado, se están llevando a cabo investigaciones para conocer los 
mecanismos de escape de las células tumorales y desarrollar células NK 
modificadas genéticamente para redirigirlas específicamente contra ciertas 
células tumorales como la expresión de CARs frente a antígenos tumorales o 
bien el uso de anticuerpos biespecíficos o triespecíficos (BiKEs o TriKEs) que 
unen las células NK a las células tumorales para aumentar la citotoxicidad tanto 
ex vivo como in vivo. 
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CONCLUSIONES 
 
1) Los métodos de producción de células NK para uso clínico descritos en 
este trabajo son factibles y permiten obtener una elevada cantidad de 
células NK activadas. La producción de NK-IL15 es más rápida que la de 
NKAE y presenta mayor pureza de células NK y menor contaminación 
de LT. 
 
2) Las características morfológicas y funcionales de ambos productos 
finales son diferentes. Ambos productos presentan una mayor expresión 
de receptores activadores que las células NK basales presentando un 
mayor porcentaje de expresión de CD69, CD25, NKp44, NKp46, NKp30, 
NKG2D y DNAM-1, lo que se relaciona con mayor citotoxicidad 
antitumoral in vitro. El producto NKAE es superior a NK-IL15 en cuanto a 
expresión de receptores activadores y, por tanto, en cuanto a 
citotoxicidad, presentando un mayor porcentaje de expresión de CD69, 
CD25, NKp46 y NKG2D. 
 
3) Estos productos se utilizaron en tres ensayos clínicos, demostrando que 
su infusión a pacientes pediátricos es segura, sin registrarse reacciones 
adversas severas ni EICR relacionadas con la terapia celular. La escasa 
presencia de LT en el producto NK-IL15 supone una ventaja en su 
utilización en el contexto del TPH alogénico respecto a NKAE. La 
respuesta clínica observada en los pacientes es importante pero corta 
en el tiempo, por lo que la terapia celular con NK podría ser un 
tratamiento puente para otras estrategias de consolidación, como el 
TPH, con el objetivo de eliminar las células tumorales resistentes a la 
quimioterapia, responsables de la recaída o refractariedad, o en 
estrategias de consolidación con enfermedad mínima residual. 
 
4) Se ha observado una correlación positiva entre el número de células 
NKAE y de LT infundidos y la respuesta tumoral, existiendo una 
tendencia a mejor respuesta en los pacientes que han recibido mayor 
cantidad de células NKAE y mayor cantidad de LT. 
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